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Al-Lactat Aluminium-Lactat, C9H15AlO9 
Al1-P Aluminium-Lactat-Paste, Lacalut white  
Al1-CHX-P Aluminium-Lactat-Chlorhexidin-Paste, Lacalut extra sensitiv  
Al3-CHX-P Aluminium-Lactat-Aluminium-Fluorid-Aluminium-Hydroxid-Paste, 
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AlF3 Aluminiumfluorid  
Al(OH)3 Aluminiumhydroxid 
B-P Basispaste  
B-CHX-P Chlorhexidin - Basispaste  
bspw. beispielsweise 
bzgl. bezüglich 
CAPB Cocamidopropyl  
CHX Chlorhexidin 
D Dentin  
d.h. das heißt 
EDX Energiedispersive Röntgenspektroskopie  
EPS extrazelluläre Polysacharide 
et al.  und andere  
Etbr Ethidiumbromid  
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min  Minute 
Min  Minimum 
mm Millimeter 
NaF Natriumfluorid  
P Politur 
PEG-32 Polyethylenglykol – 32  
PI Plaqueindex 
PK Prüfkörper  
PRP Prolin-reiche Proteine  
q1 erste Quantile 
q3 dritte Quantile  
REM Rasterelektronenmikroskopie 
s Sekunde 
S Schmelz  
S. Seite 
SiO2 Siliciumoxid 
SLS Natriumlaurylsulfat, NaC12H25SO4 
sog.  sogenannte 
spp.  Spezies 
TEM Transmissionselektronenmikroskopie 
TiO2 Titanoxid  
v.a. vor allem  
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1 Zusammenfassung 
1.1 Deutsche Zusammenfassung 
Wirkung von Chlorhexidin und Aluminium-Ionen auf die initiale Biofilmbildung in situ  
Ziel: Chlorhexidin (CHX) wird Zahnpasten zur Hemmung der Biofilmneubildung zugesetzt. 
Ebenso werden Aluminiumverbindungen mit diesem Ziel eingesetzt. In der vorliegenden Stu-
die sollte der Einfluss von Chlorhexidin und Aluminiumverbindungen einzeln sowie in Kom-
bination in kommerziellen und experimentellen Zahnpasten untersucht werden.  
Material und Methode: Die Biofilmbildung erfolgte in situ auf bovinen Schmelz- (S) und 
Dentinprüfkörpern (D) (jeweils n=288), die auf Kunststoffschienen mittels Silikon im Oberkie-
fermolarenbereich von sechs Probanden befestigt wurden. Innerhalb einer Verweildauer von 24 
h wurden im 1. Quadranten positionierte Prüfkörper nach 30 min, 12 h und 23,5 h für jeweils 
30 s geputzt. Die Prüfkörper des 2. Quadranten wurden nicht geputzt, jedoch in der Mundhöhle 
belassen. Alle Prüfkörper wurden 2 min mit dem Putzschaum kontaminiert. Folgende Zahnpas-
ten wurden eingesetzt: Basispaste (B-P: PEG-32, Sorbitol, Hydroxyethylzellulose, SiO2, TiO2, 
SLS (NaC12H25SO4)), Chlorhexidin-Basispaste (B-CHX-P: B-P + 0,05 % CHX), Aluminium-
Lactat-Paste (Al1-P: B-P + Al-Lactat (C9H15AlO9) 0,8%, NaF 1360 ppm), Aluminium-Lactat-
Chlorhexidin-Paste (Al1-CHX-P: PEG 32, Sorbitol, Hydraxyethylzellulose, SiO2, TiO2, Co-
camidopropyl, Al-Lactat 0,8%; NaF 1360ppm; Olaflur (C27H60F2N2O3)) und Aluminium-
Lactat-Aluminiumfluorid-Aluminiumhydroxid-Chlorhexidin-Paste (Al3-CHX-P: Al1-P + 
CHX 0,05%, AlF3 1360ppm, Al(OH)3). Putzen mit Wasser (W) diente als Kontrolle. Biofilme 
auf den Prüfkörpern wurden mittels Vitalfluoreszenz (SYTO 9, Propidiumiodid) untersucht. 
Eine Bestimmung der Biofilmbedeckung erfolgte anhand eines 6-stufigen Scorings (S1 = ein-
zelne Bakterien, S2 = bakterielle Aggregation, S3 = Kolonien, S4 = Bedeckung < 50%, S5 = 
Bedeckung > 50%, S6 = Bedeckung > 90%).  Die Biofilmvitalität wurde mit einem 5-stufigen 
Scoring aufsteigend entsprechend des Anteils grüner Fluoreszensen bewertet. Für die mit dem 
Zahnpastaschaum in Kontakt gekommenen, ungeputzten Schmelzprüfkörper wurde die Ober-
flächenbedeckung colorimetrisch gemessen. Die Rasterelektronenmikroskopie ermöglichte 
darüber hinaus eine morphologische Beschreibung der in situ unter dem Einfluss der Zahn-
pastaformulierungen entstandenen Biofilme.  
Ergebnisse: Die Biofilmbildung unterlag unabhängig von den Pasten einer großen interindivi-
duellen Variabilität. Auf Schmelz- und Dentinprüfkörpern der rechten Seite, die aktiv mit ent-
sprechender Paste geputzt wurden, waren einzelne Bakterien und kleine Kolonien erkennbar 
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(median S/D): W:3/3, B-P: 3/2,5, B-CHX-P: 2/1,3, Al1-P: 2/2, Al1-CHX-P: 2/2, Al3-CHX-P: 
1/1. Alle wirkstoffhaltigen Pasten bewirkten eine signifikante Hemmung der initialen Biofilm-
bedeckung gegenüber der Kontrolle Wasser (p<0,001). Auf ungeputzen Schmelz- und Dentin-
prüfkörpern der linken Seite waren sowohl vereinzelte Bakterienkolonien, als auch eine nahezu 
vollständige Biofilmbedeckung zu finden (median S/D): W: 4/5, B-P: 4/4, B-CHX-P: 4/4, Al1-
P: 3,5/3, Al1-CHX-P: 4/3, Al3-CHX-P: 2/3. Die Biofilmneubildung war auf ungeputzen Prüf-
körpern, die mit Al1-P und Al3-CHX-P in Berührung kamen, vermindert (p<0,015). Nach An-
wendung der Aluminium-Paste und der CHX-Basispaste zeigte sich ein ausgeglichenes Ver-
hältnis roter und grüner Fluoreszenz. Das Umspülen mit Al1-CHX-P führte auf den 
Schmelzprüfkörpern sogar zu einem verhältnismäßigen Anstieg grüner Fluoreszenzen und so-
mit zu einem hohen Anteil vitaler Bakterien. Die Anwendung von Al3-CHX-P bewirkte eine 
signifikante Abnahme der Biofilmvitalität (p<0,001). Mittels rasterelektronenmikroskopischer 
Aufnahmen war es möglich die Biofilmmorphologie näher zu beschreiben und Zahnpasten-
rückständen auf den Prüfkörperoberflächen nachzuweisen. Die Biofilme bestanden zumeist aus 
Kokken, die sich auf den Schmelzprismen bzw. den Dentintubuli ablagerten. Geputze Prüfkör-
per wiesen im Vergleich zu umspülten Prüfkörpern eine geringere Biofilmbedeckung und ver-
mehrt Zahnpastarückstände auf. Putzen mit Al1-P führte zu nahezu bakterienfreien Prüfkörper-
oberflächen. Auf mit Al1-CHX-P umspülten Prüfkörpern, lagerten sich große organische Putz-
körper ab, die eine Anhaftungsstelle für Bakterien und Pellikelbestandteile boten. Auf Prüfkör-
pern, die mit Al3-CHX-P umspült oder geputzt wurden, waren nur vereinzelt Kokken sichtbar. 
Mit Hilfe der energiedispersiven Röntgenspektroskopie konnten Aluminium-Rückstände auf 
diesen Prüfkörpern nachgewiesen werden.  
Schlussfolgerung: Die alleinige Verwendung von 0,05% Chlorhexidin zeigt eine begrenzte 
antibakterielle Wirkung. Aluminiumlactat scheint auch eine antibakterielle Wirkung zu besit-
zen. Letztendlich kann die Kombination von Aluminium-Ionen und Chlorhexidin zu einer sig-
nifikanten Abnahme der Biofilmbedeckung und Vitalität führen. Der Einfluss von Tensiden 
und Zahnpastabestandteilen auf den Wirkmechanismus von Aluminium-Ionen und Chlorhexi-
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1.2 Englische Zusammenfassung  
Effect of chlorhexidine and aluminum ions on initial biofilm formation in situ 
Objectives: Chlorhexidine (CHX) is added to toothpastes to support the inhibition of biofilm 
reformation. Aluminum compounds are also used with this aim. In the present study, the influ-
ence of chlorhexidine and aluminum compounds should be investigated individually and in 
combination in commercial and experimental toothpastes. 
Materials and methods: The biofilm formation was carried out in situ on bovine enamel (E) 
and dentin (D) specimens (n = 288), which were mounted to minisplits using silicone in the 
upper-jaw area of six subjects. In a time of 24 h the specimens positioned in the first quadrant 
were cleaned after 30 min, 12 h and 23.5 h for 30 s each. The specimens of the 2nd quadrant 
were not cleaned, but left in the mouth. All specimens were contaminated with the cleaning 
foam for 2 min. The following toothpastes were used: base paste (BP: PEG-32, sorbitol, hy-
droxyethylcellulose, SiO2, TiO2, SLS (NaC12H25SO4)), chlorhexidine base paste (B-CHX-P: 
BP + 0.05% CHX) (Al1-P: BP + Al-lactate (C9H15AlO9)  0.8%, NaF 1360 ppm), aluminum 
lactate chlorhexidine paste (AL1-CHX-P: PEG 32, sorbitol, hydraxyethylcellulose, SiO2, TiO2, 
cocamidopropyl, Al-lactate (C9H15AlO9)  0.8%, NaF 1360 ppm, Olaflur (C27H60F2N2O3)) and 
aluminum lactate aluminum fluoride aluminum hydroxide chlorhexidine paste (Al3-CHX-P: 
Al1-P + CHX 0.05%, AlF3 1360ppm, Al(OH)3). Cleaning with water (W) served as control. 
Biofilms on the specimens were examined by means of vital fluorescence (SYTO 9, propidium 
iodide). A semiquantification of biofilm coverage and vitality was performed by scoring. A 
color histogram was additionally evaluated for non-brushing enamel specimens. Scanning elec-
tron microscopy also enabled a morphological description of the in situ biofilm under the influ-
ence of toothpaste formulations. 
Results: Biofilm formation was subject to a high degree of interindividual variability, regard-
less of the pastes. On enamel and dentine specimens of the right side, which were actively 
brushed with appropriate paste, single bacteria and small colonies were detectable (median E/ 
D): W: 3/3, BP: 3/2,5, B-CHX-P: 2/1,3, Al1-P: 2/2, Al1-CHX-P: 2/2, Al3-CHX-P: 1/1. All 
active-ingredient pastes caused a significant inhibition of initial biofilm coverage over the con-
trol water (p>0.001). On uncleaned enamel and dentin specimens on the left side, isolated bac-
terial colonies as well as near complete biofilm coverage were found (median S / D): W: 4/5, 
BP: 4/4, B-CHX-P: 4 / 4, Al1-P: 3.5 / 3, Al1-CHX-P: 4/3, Al3-CHX-P: 2/3. Biofilm reformation 
was reduced (P <0.015) on uncleaned specimens in contact with Al1-P and Al3-CHX-P. After 
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applying the aluminum paste and the CHX base paste, a balanced ratio of red and green fluo-
rescence was observed. Rinsing with Al1-CHX-P even led to a relatively higher green fluores-
cence on the enamel test specimens and thus to a high proportion of vital bacteria. The applica-
tion of Al3-CHX-P causes a significant significant decrease in biofilm vitality (p<0.001). Using 
scanning electron micrographs, it was possible to describe the biofilm morphology in more 
detail and to detect toothpaste residues on the specimen surfaces. The biofilms mostly consisted 
of cocci, which were deposited on the enamel prisms or the dentinal tubules. Brushed specimens 
showed a lower biofilm coverage and more toothpaste residues compared to washed specimens. 
Cleaning with Al1-P resulted in almost bacteria-free specimen surfaces. On specimens sput-
tered with Al1-CHX-P, large organic grits deposited which provided a site of attachment to 
bacteria and pellicle constituents. On specimens lapped or cleaned with Al3-CHX-P, only iso-
lated cocci were visible. With the aid of energy-dispersive X-ray spectroscopy, aluminum res-
idues could be detected on these specimens. 
Conclusion: The sole use of 0.05% chlorhexidine shows a limited antibacterial effect. Alumi-
num lactate also appears to have an antibacterial effect. Ultimately, the combination of alumi-
num ions and chlorhexidine can lead to a significant decrease in biofilm coverage and vitality. 
The influence of surfactants and dentifrices on the mechanism of action of aluminum ions and 
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2 Einleitung 
Karies gilt noch heute als die häufigste Erkrankung in Industrieländern, die circa 60 - 90% der 
Schulkinder und nahezu die gesamte Bevölkerung im Erwachsenenalter betrifft (Peterson et al., 
2005; GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators). Durch For-
schung, systematische Prophylaxemaßnahmen und Strategien zur Patientenaufklärung leistet 
die Zahnmedizin einen wichtigen Beitrag zur Mundgesundheit (Longbottom et al., 2009). Die 
Deutsche Gesellschaft für Zahnerhaltung (DGZ) stellte 2016 eine neue Leitlinie zur Kariespro-
phylaxe vor (Geurtsen et al., 2016). Die häusliche Zahnpflege durch den Patienten selbst er-
möglicht einen entscheidenden Eingriff zur Reduktion des bakteriellen Biofilms (Varoni et al., 
2012). Dabei wird neben einer Reduktion zuckerhaltiger Getränken und Speisen, zweimal täg-
liches Zähneputzen mit einer fluoridhaltigen Zahnpasta empfohlen. Die hierbei zur Anwendung 
kommenden Zahnpasten stellen den wichtigsten Träger antimikrobieller Substanzen dar 
(Frandsen, 1985; van der Weijden & Slot, 2011). Da dennoch, wie die Prävalenzen biofilmin-
duzierter oraler Erkrankungen zeigen, eine wirksame Plaquekontrolle von den meisten Men-
schen wohl nach wie vor nicht realisierbar ist, sind Forschung und Industrie weiterhin bemüht, 
sichere und wirksame Produkte zur Verbeugung der Karies, der Gingivitis und der Paradontitis 
zu entwickeln. 
Chlorhexidin gilt als Goldstandard der chemischen Plaquekontrolle und wird effektiv zur Re-
duktion der Biofilmbildung und zur Therapie von Gingivitis und Parodontitis eingesetzt (Jones, 
1997). Aufgrund der früher postulierten Interferenzen zwischen Chlorhexidin und anionischen 
Bestandteilen in Zahnpastaformulierungen, gibt es nur wenige Studien zur Wirkung chlorhexi-
dinhaltiger Zahnpasten. Des Weiteren zeigten sich bei längerer oraler Anwendung Verfärbun-
gen der Zahnoberflächen und Zunge. Diese sind zwar vollständig reversibel, führen aber zu 
einer verminderten Compliance der Patienten (Jenkins et al., 1993; Yates et al., 1993; Sanz et 
al., 1994). Forschungsgegenstand ist daher seit Jahrzehnten die orale Anwendung von 
Chlorhexidin für den alltäglichen Gebrauch zu ermöglichen. 
Darüber hinaus sind verschiedene Metallsalze in der Lage, die Biofilmbildung zu hemmen 
(Skjorland et al., 1978). Klinische Studien weisen für eine mit Alumnium-Lactat und 
Chlorhexidin versetzten Zahnpasta einen plaquehemmenden und gingivitisreduzierenden Ef-
fekt nach (Rathe et al., 2007; Bellamy et al., 2009; Bellamy et al., 2011). 
Zurzeit gibt es noch keine Untersuchungen zur Wirkungsweise von Chlorhexidin und Alumi-
nium-Ionen in Zahnpastaformulierungen auf die initiale Biofilmbildung. Hierfür wurde ein 
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Studienmodell entwickelt, das fünf verschiedene experimentelle und kommerzielle Zahnpasten 
enthält, die dank einer systematischen Konzeption ihrer Inhaltsstoffe einen statischen Vergleich 
der Wirkung von Aluminium und Chlorhexidin einzeln, sowie in Kombination erlauben.  
2.1 Literaturübersicht 
2.1.1 Biofilm 
Die Mikroflora der Mundhöhle umfasst mehr als 700 Bakterienspezies, von denen einige eine 
essentielle Rolle in der Pathogenese oraler Erkrankungen spielen (Aas et al., 2005; Paster et al., 
2006; Do et al., 2013; Larsen & Fiehn, 2017). In den Anfängen der mikrobiologischen Wissen-
schaft galt es als Dogma, Bakterien in einzelnen Kulturen zu isolieren, um deren individuelle 
Eigenschaften zu erforschen. Heutzutage weiß man, dass Bakterien in der Natur zumeist Teil 
einer interagierenden, polymikrobiellen Gemeinschaft sind, die gemeinsam eine Oberfläche be-
siedeln und als Biofilm definiert werden (Hojo et al., 2009; Marsh et al., 2011). Die Mundhöhle 
bietet einen idealen Lebensraum für die Mikroorganismen, denn neben der optimalen Feuch-
tigkeit und den warmen Temperaturen ist eine Substratzufuhr für das Überleben und das 
Wachstum der Bakterien gesichert (Marsh, 2010). Der bedeutende Vorteil der Biofilme gegen-
über dem planktonischen Milieu bietet sich für Bakterien in der Ausbildung einer Matrix. So 
können Nährstoffe gespeichert und wiederverwertet, äußere Umweltbedingungen gepuffert und 
Kooperationen durch Zell-Zell-Kommunikation ausgebildet werden (Flemming et al., 2016). 
Außerdem zeichnen sich Biofilme durch ihre Fähigkeit zur Adaption an sich verändernde Um-
weltbedingungen, z.B. durch Modifikation ihrer Genexpression, aus (Forng et al., 2000).  
Obwohl die orale Biofilmbildung ein natürlicher Prozess in der Mundhöhle ist, kann es durch 
nicht wirksame Mundhygienemaßnahmen oder exogene Faktoren wie ein verminderter Spei-
chelfluss zur Akkumulation der Mikroorganismen auf der Zahnoberfläche kommen. Die 
Schutzwirkung des Speichels als Puffersystem für antimikrobielle Stoffwechselprodukte, wie 
z.B. Lactat, wird eingeschränkt, da dicken Plaquemassen nicht ausreichend vom Speichel pe-
netriert werden können.  
Bei dem Überangebot von fermentierbaren Kohlenhydraten kommt es durch Abbauprozesse 
der Mikroorganismen zur Säureproduktion und somit einem Abfall des pH-Wertes in der den-
talen Plaque. Biofilme verändern sich in der Folge durch die Vermehrung von säureproduzie-
renden und säuretoleranten Spezies (bspw. Streptokokkus mutans) unter der Abnahme anderer 
Arten, die bevorzugt bei einem neutralen pH-Wert wachsen, und propagieren so die Entstehung 
einer Karies (Takahashi & Nyvad, 2008). Auch die Entstehung und Progression einer Parodon-
titis wird durch eine Akkumulation des Biofilms auf den Zahnoberflächen und in den 
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parodontalen Taschen ausgelöst (Harvey, 2017).  Hierbei kommt es zu einer Entzündungsreak-
tion, die lokal in einem Anstieg der Sulkusfluid-Rate, oftmals in Kombination mit Blutung und 
einem Temperaturanstieg resultiert. Das Sulkusfluid enthält nicht nur Antikörper und neutro-
phile Granulozyten, die die lokalen Entzündungs- und Immunabwehrprozesse unterstützen, 
sondern auch Glykoproteine, die Mikroorganismen als Substrat dienen und so fatalerweise ei-
nen essentiellen Faktor für das Wachstum vieler anaerober und proteolytisch aktiver Spezies in 
einem subgingivalen Biofilm darstellen (ter Steeg et al., 1987). Ziel der Zahnmedizin ist es, aus 
prophylaktischem und therapeutischem Ansatz durch mechanische Reinigung und antimikro-
bielle Substanzen eine dynamische Balance zwischen dem Wirt Mundhöhle und den Mikroor-
ganismen zu erreichen, um so der Entstehung von Krankheiten wie Karies, Gingivitis und Pa-
rodontitis vorzubeugen.  
Die intraorale Biofilmbildung ist ein dynamischer und kontinuierlicher Prozess und kann zum 
besseren Verständnis in einzelne Phasen, die in den nachfolgenden Kapiteln erläutert werden, 
unterteilt werden (Marsh & Bradshaw, 1995).  
Die Pellikel 
Die Pellikel ist definiert als eine dünne Schicht auf der Schmelzoberfläche, die sich aus absor-
bierten Proteinen und Makromolekülen des Speichels und Sulkusfluids zusammensetzt (Sonju 
& Rolla, 1973; Vacca Smith & Bowen, 2000; Hannig & Joiner, 2006). Die Pellikelbildung ist 
ein selektiver und dynamischer Prozess und kann in zwei Phasen aufgeteilt werden. Die initiale 
Absorption beginnt bereits wenige Sekunden nach Reinigung der Zahnoberfläche und ist cha-
rakterisiert durch unmittelbare Anlagerung von Speichelproteinen an die Schmelzoberfläche 
(Hannig et al., 2005). Nur wenige Minuten später folgt eine vergleichsweise langsamere Phase 
der Proteinabsorption auf einer Protein-beschichteten Schmelzoberfläche. Die Dicke der Pelli-
kel erreicht nach 30 bis 90 min ein Plateau mit 100–1000 nm, abhängig von der Verfügbarkeit 
der Speichelproteine und den vorherrschenden intraoralen Bedingungen (Hannig, 1999b; Sonju 
& Rolla 1973).  
In Kontakt mit elektrolythaltigem wässrigem Speichel zeigen die Calcium-Ionen der Schmelz-
kristalle eine größere Tendenz in Lösung zu gehen als die korrespondierenden Phosphat-Ionen. 
Daraus resultiert eine negativ geladene Schmelzoberfläche durch die verbliebenen Phosphat-
Ionen. Diese Oberfläche wird zunächst von einer positiv-geladenen Schicht aus Calcium-Ionen 
beschichtet. In der initialen Phase der Pellikelbildung lagern sich so Speichelproteine durch 
elektrostatische Wechselwirkungen an die entstandene Ionen-Doppelschicht mit ihrer entspre-
chend gegensätzlich geladenen funktionellen Gruppe an (vgl. Abb. 1) (Bennick et al., 1979; 
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Moreno et al., 1982). Die Pellikelbildung erfolgt selektiv und Proteine, die eine hohe Affinität 
zu dieser Ionen-Doppelschicht aufweisen, bezeichnet man als „Pellikel-Präkursor-Proteine“ 
(Hannig, 1999b; Hannig et al., 2005; Hannig & Joiner, 2006). Dazu zählen Phosphoproteine 
mit einer hohen Affinität zu Hydroxylapatit wie Statherine, Histatin und Prolin-reiche Proteine 
(PRP). Außerdem konnten in der frühen Pellikel Muzine (Muzinglykoproteine I und II), 
Amylase, Lysozyme, Lactoferrin, Carboanhydrasen und Glykosyltransferasen nachgewiesen 
werden. Da heutzutage eine große Breite unterschiedlicher Proteine in der frühen Pellikel belegt 
ist, ist davon auszugehen, dass neben elektrostatischen Anziehungskräften auch Van-der-
Waals-Kräfte und hydrophobe Wechselwirkungen im Absorptionsprozess eine Rolle spielen 
(Hannig et al.,  2005). Diese Wechselwirkungen sind treibende Kraft der Thermodynamik, die 
eine Entropiezunahme durch Austausch der geordneten Wassermoleküle durch absorbierte Pro-
teine an der Schmelzoberfläche anstrebt (Vassilakos et al., 1993; Hannig & Joiner, 2006).  
Die zweite Phase der Pellikelbildung ist charakterisiert durch eine langsame kontinuierliche 
Absorption der Biopolymere aus dem Speichel. Dieser Prozess beruht auf Protein-Protein-In-
teraktionen zwischen bereits absorbierten Proteinen in der Pellikelschicht und Proteinen sowie 
Proteinaggregaten des Speichels. Es ist belegt, dass die meisten der von der Parotis ausgeschie-
denen Proteine in Form von Protein-Aggregaten mit einem hydrophoben Inneren und einer 
nach außen negativ-geladenen Oberfläche (Mizellen-ähnliche Struktur) vorliegen (Young et al., 
1999). Zusätzlich wurden viele heterotypische Komplexe bestehend aus Speichelmuzinen und 
anderen Speichelproteinen identifiziert, die sich vor der Absorption auf der Zahnoberfläche 
bilden. Diese heterotypischen Komplexe bilden ein Reservoir für Pellikel-Präkursor-Proteine 
und schützen zusätzlich Speichelproteine vor proteolytischem Abbau (Iontcheva et al., 1997; 
Hannig & Joiner, 2006). Mizellen-ähnliche Aggregate und heterotypische Komplexe werden 
als „supramolekulare Pellikel-Präkursoren“ bezeichnet (Vitkov et al., 2004; Hannig & Joiner, 
2006).  
Die Pellikel hat eine große Relevanz bei physiologischen und pathophysiologischen Vorgängen 
an der Grenzfläche zwischen Zahnoberfläche und Speichel. Sie wirkt als Lubrikant auf der 
Zahnoberfläche, Regulator bei De- und Remineralisationsprozessen und als Basis für die Ad-
härenz der Bakterien. Als Schmierschicht reduziert die Pellikel die Reibung zwischen antago-
nistischen Zähnen und zwischen Zahn und Schleimhaut. Dadurch schützt sie vor Attrition und 
Abrasion und ermöglicht ein angenehmes Kauen und Sprechen (Hannig, 2002; Joiner et al., 
2008). Als semipermeable Membran spielt die Pellikel eine wichtige Rolle, indem sie Demine-
ralisationsprozesse hemmen und Remineralisationsprozesse erleichtern kann. Sie kann Einfluss 
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auf die Säurediffusion sowie den Transport von Calcium- und Phosphat-Ionen in und aus der 
Schmelzoberfläche nehmen. Der Mechanismus zur Regulation der Ionendiffusion ist heute 
noch nicht vollständig erforscht. Busscher et al. suggerierten anhand von transmissionselektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen, dass die Pellikel durch ihre poröse, maschenartige Struktur 
einen Ionenaustausch an der Schmelzoberfläche erlaubt ( Hannig, 2002; Busscher et al., 2003). 
Neben den protektiven Eigenschaften der Pellikel, belegen zahlreiche Studien, dass die Pellikel 
auch Basis für die Adhärenz der Bakterien und somit essentiell für die Biofilmbildung auf der 
Zahnoberfläche ist. Viele orale Streptokokken besitzen die Fähigkeit, an Proteine wie α-
Amylase, Prolin-reiche Proteine oder Prolin-reiche Glykoproteine zu binden und so als soge-
nannte Pionierkeime an die Pellikel zu binden. In einem späteren Stadium kommt es dann durch 
mikrobielle Co-Adhäsion und Ausbildung einer Extrazellulärmatrix zur Reifung eines komple-
xen Biofilms (Marsh, 2005; Hannig & Joiner, 2006; Hojo et al., 2009). 
Interaktionen zwischen Pellikel, Speichel und Bakterien  
Nur wenige der in der Mundhöhle vorkommenden Bakterien sind frei beweglich und können 
sich aktiv fortbewegen. Zumeist werden die Mikroorganismen passiv über den Speichelfluss 
oder das Sulkusfluid oder Sedimentation zur Zahnoberfläche transportiert. Nähert sich ein Bak-
terium einer mit Pellikelschicht überzogenen Schmelzoberfläche, führen physikalisch-chemi-
sche Kräfte (Van-der-Waals-Kräfte) und hydrophobe Kräfte zur Ausbildung eines schwachen, 
nichtspezifischen Anziehungsbereiches. Diese Wechselwirkungen sind relativ gering und die 
Anheftung in dieser Phase ist reversibel (Marsh & Bradshaw, 1995; Hannig & Joiner, 2006; 
Busscher et al., 2008) . Laborstudien haben eine Vielzahl von spezifischen molekularen Inter-
aktionen, die zur Adhäsion erster Bakterien auf der Pellikel-beschichteten Oberfläche führen, 
identifiziert. Die ersten Bakterien, die an die Zahnoberfläche binden, werden als Pionierkeime 
bezeichnet. Streptococcus gordonii zählt zu diesen frühen Besiedlern. Diese Bakterien binden 
an saure Prolin-reiche Proteine, die circa 25-30% der Proteinvielfalt im Speichel ausmachen. 
Das α-Amylase-Protein A der Spezies interagiert zusätzlich mit in der Pellikel befindlichen 
Amylasen und führt so zur Adhäsion der Bakterien an der Zahnoberfläche (Rogers et al., 2001; 
Hojo et al,. 2009). Steptococcus sanguinis gehört zu den physiologischen Mikroorganismen in 
der Mundhöhle nach dem Zahndurchbruch. Ein Komplex aus sekretorischem Immunglobulin 
A und α-Amylase ist für die frühe Adhäsion verantwortlich. (Gong et al., 2000; Hojo et al., 
2009). Andere Bakterien wie Streptococcus oralis exprimieren auf ihrer Oberfläche Lektine, 
die Kohlenhydratstrukturen wie Galaktosidverbindungen erkennen und so über Liganden-Re-
zeptor-Verbindungen an die Pellikel binden können (Shibata et al., 1979; Marsh & Bradshaw, 
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1995).  Auch Aktinomyzeten gehören zur Gruppe der primären Besiedler im Prozess der Bio-
filmbildung. An ihrem Kolonisierungsprozess sind vor allem Lipoteichonsäuren und die Fimb-
rien der Actinomyces spp. beteiligt. Typ-1 Fimbrien der Actinomyces naeslundii binden an Spei-
chelproteine wie Statherine oder PRPs und bilden so eine sehr stabile Bindung zur Pellikel aus 
(Marsh & Bradshaw, 1995; Palmer et al., 2003). Neben ihrer spezifischen Bindung hängt die 
Ansiedlung vieler oraler Bakterien auch von ihrer Konzentration im Speichel ab. Diese primäre 
Kolonisierung nimmt einen Zeitraum von circa 2 Stunden nach der Zahnreinigung in Anspruch 
(Martin & Marsh, 2003). 
Co-Aggregation durch Bakterien-Interaktion  
Planktonische Bakterien, die die Pellikel-bedeckte Zahnoberfläche nicht direkt besiedeln kön-
nen, binden über Rezeptoren an die Zelloberfläche der Pionierkeime, die bereits an der Pellikel 
adhärieren. Dieser als Co-Aggregation bezeichnete Vorgang beruht auf spezifischen Zell-Zell-
Interaktionen und ist ein grundlegender Mechanismus im Rahmen der Biofilmbildung (Kolen-
brander et al., 2002; Hojo et al., 2009). Orale Bakterien exprimieren auf ihrer Oberfläche viele 
Adhäsin-Moleküle, die ihnen verschiedene Interaktionen ermöglichen. Ein Oberflächenprotein 
der Strepptococcus gordinii kann zur primären Adhäsion an Speichelproteine der Pellikel bin-
den und gleichzeitig an einen Rezeptor auf der Oberfläche einer Zelle der Actinomycess naes-
lundii (Jenkinson et al., 1993; Marsh & Bradshaw, 1995). Actinomyces spp. haben zwei gene-
tisch und funktionell unterschiedliche Arten der Fimbrien. Typ 1 Fimbrien erkennen Speichel-
proteine, Typ 2 Fimbrien können Lektin-ähnliche Verbindungen mit Streptokokken eingehen 
und so die Co-Aggregation unterstützen (Cisar et al., 1984; Marsh & Bradshaw, 1995). Porphy-
romonas gingivalis, ein typisches Paradontalpathogen, kann über das FimA-Protein auf seinen 
langen Fimbrien an eine Glyceraldehyd-3-Dehydrogenase auf der Oberfläche der Strepptococ-
cus oralis binden (Maeda et al., 2004). Fusobacterium nucleatum kann Co-Aggregate zu vielen 
oralen Bakterien, wie Streptokokken und obligate Anaerobier eingehen und spielt eine Schlüs-
selrolle in dieser Phase der Biofilmbildung, indem es eine Brücke zwischen den Pionierkeimen 
und Spätbesiedlern schafft (Kolenbrander et al., 2002). Die Vernetzung der einzelnen Bakterien 
und Bakterienaggregate ermöglicht nicht nur das räumliche Wachstum des Biofilms und der 
Vielfalt der Mikroflora, sondern auch weitere Formen der Zell-Zell-Kommunikation, den Aus-
tausch von Genen, Signalen und Stoffwechselprodukten (Hojo et al., 2009).  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der bakteriellen Kolonisierung zeigt Pionierkeime, 
die an Rezeptoren der Pellikel binden; Co-Aggregation zwischen Pionierkeimen, Fusobakte-
rien und Spätbesiedlern auf der Zahnoberfläche (modifiziert nach Kolenbrander et al., 2002).  
Entwicklung zum mikrobiellen Biofilm  
Das Wachstum des Biofilms innerhalb der ersten 24h beruht neben einer weiteren kontinuier-
lichen Anhaftung der Mikroorganismen sowie auf Zellteilung und Proliferation, die zur Bildung 
von Mikrokolonien führt (Hannig, 1998). Ein wichtiger Bestandteil aller proliferierender Bio-
filme ist die Synthese extrazellulärer Polysaccharide (EPS) durch die Verstoffwechselung von 
Saccharose-Molekülen mit Glykosyltransferasen adhärenter Bakterien (Bowen & Koo, 2011; 
Flemming et al., 2016). Diese Polymere umfassen unlösliche Glukane sowie lösliche Glukane 
und Fruktane, die durch weitere Bakterienspezies metabolisiert werden können (Marsh & Brad-
shaw, 1995). Abhängig von der vergangenen Zeit der letzten Nahrungsaufnahme machen Glu-
kane circa 10-20%, Fruktane circa 1-2% des Trockengewicht der Plaque aus (Bowen & Koo, 
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2011). Die Matrix ist ein gemeinsames Merkmal aller Biofilme und mehr als ein chemisches 
Gerüst zur Aufrechterhaltung der Biofilmmasse (Donlan & Costerton, 2002; Marsh, 2005;). Sie 
hat eine wichtige Rolle in der Entwicklung pathogener Eigenschaften des Biofilms. Eine groß-
zügig ausgebildete Extrazellularmatrix kann zu einem stark erhöhten Kariespotential an der 
Zahnoberfläche führen. In einer dicken Plaqueschicht ermöglichen EPS Zuckermolekülen in 
tiefere Schichten des Biofilms einzudringen. Durch Verstoffwechselung dieser durch säurebil-
dende Streptokokken der Mutans-Gruppe fällt der pH-Wert an der Plaque-Schmelz-Grenze 
stark ab. Dies bestätigt eine Studie, die in Abhängigkeit der unterschiedlichen Verteilung von 
Streptococcus mutans und EPS eine maximale Demineralisation der Schmelzoberfläche bei ei-
ner Plaquezusammensetzung von 95% EPS und nur 5% Bakterien  beobachtete (Zero et al., 
1986; Marsh et al., 2011).  
Reifung zur Plaque  
Nach 2-4 h der Plaque-Bildung können hauptsächlich Zellen grampositiver Streptokokken der 
Population S. sanguis, S. oralis und S. mitis sowie Actinomyzeten auf der Pellikel-bedeckten 
Schmelzoberfläche identifiziert werden. Obligat anaerobe Bakterien kann man in diesem Sta-
dium nur selten nachweisen. Mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte man so-
wohl Bereiche mit Palisaden, in denen Kokken und Filamente parallel und im rechten Winkel 
zur Schmelzoberfläche angeordnet sind, als auch Mikrokolonien erkennen. Verbindungen, in 
denen Kokken entlang filamentartiger Organismen angeordnet sind, bezeichnet man als Mais-
kolben (Martin & Marsh, 2003). Nach 1-2 Tagen sind auch grampositive Stäbchen außerhalb 
der Mikrokolonien der Kokken-Bakterien zu erkennen. Ist die Plaquebildung mehrere Tage 
fortgeschritten, ändert sich die Morphologie und Bakterienvielfalt der Mikroflora. Es gibt eine 
Verschiebung vom Streptokokken-dominierten Biofilm zu einem großen Aufkommen an Acti-
nomyceten. In der Tiefe des Biofilms kommt es zur Abnahme des Redoxpotentials und Sauer-
stoffgehalts, was das Wachstum obligat anaerober Bakterien begünstigt. Direkt auf der Zahn-
oberfläche befindet sich eine Schicht dicht gepackter Bakterien, darüber eine Schicht variabler 
Struktur und Morphologie mit einer ausgeprägten extrazellulären Matrix. In der oberflächlichen 
Schicht befindet sich eine große Vielfalt unterschiedlicher Bakterienpopulationen. Kann die 
Plaque ungehemmt auf der Zahnoberfläche über 2-3 Wochen wachsen, stabilisiert sich eine 
relativ konstante Bakteriengemeinschaft. Der Biofilm kann abhängig von den Scherkräften 
durch Speichelfluss und Ernährung eine Dicke von 50-100 µm erreichen (Nyvad & Kilian, 
1987; Marsh & Bradshaw, 1995; Martin & Marsh, 2003). 
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2.1.2 Biofilmmodelle 
Das Erstellen eines vitalen und natürlichen Biofilmmodells stellt auch heutzutage noch eine 
Herausforderung für Wissenschaftler der Mikrobiologie und Zahnmedizin dar (Klug et al., 
2016). Der orale Biofilm als ein individuelles Mikrobiom in einer komplexen Matrix wird von 
vielen externen Faktoren wie Speichelfluss, Temperaturschwankungen, pH-Wert-Änderungen, 
Stress, Immunantwort und Nahrungsaufnahme beeinflusst (Rittman, 1982; Saunders & Green-
man, 2000; Aas et al., 2005; Paster et al., 2006; Hannig & Hannig, 2009). Es ist nahezu unmög-
lich, all diese Einflussfaktoren als modellierbare Parameter in ein Biofilmmodell zu integrieren. 
Dennoch wurden zahlreiche In-vitro-, In-vivo- und In-situ-Modelle entwickelt, die unterschied-
lichen wissenschaftlichen Fragestellungen dienen.  
In-vitro-Modelle finden in experimenteller Umgebung, d.h. außerhalb des lebenden Organis-
mus statt und können in investigative und replikative Modelle unterteilt werden (Gilbert, 1995). 
Investigative Modelle dienen einer Simplifizierung, indem sie sich auf bestimmte Parameter 
konzentrieren, die einen Einfluss auf Struktur und Funktion der Biofilme haben. Die einfachste 
Form stellen Schüttelkulturen mit planktonischen Zellen dar. Studien zur Wirksamkeit antimik-
robieller Substanzen sollten nur mit Bedacht in In-vitro-Modellen mit planktonischen Zellen 
durchgeführt werden. Die Organisation der Mikroorganismen in strukturierten Biofilmen hat 
einen erheblichen Einfluss auf die Resistenzentwicklung gegenüber antimikrobiellen Substan-
zen (Anwar et al., 1992; Costerton, 1995). Werden Umgebungsfaktoren wie Temperatur, pH 
und Sauerstoffpartialdruck sowie biochemische und mechanische Reize möglichst nahe dem 
natürlichen Mundhöhlenmilieu eingestellt, spricht man von replikativen Modellen. Solche In-
vitro-Studien können Interaktionen der Bakterien und Matrix simulieren und stellen so eine 
bessere Methode zur Bewertung potentiell aktiver Substanzen dar. Eigenschaften wie die Fä-
higkeit desinfizierender Substanzen zur Haftung auf der Pellikel-bedeckten Zahnoberfläche o-
der auf der Oberfläche der oralen Weichgewebe können dennoch nicht erfasst werden (Cum-
mins & Creeth, 1992) 
Um die Komplexität des Biofilms und die klinischen Effekte antimikrobieller Substanzen bes-
ser zu verstehen, ist eine Untersuchungsmethode nötig, die Biofilme direkt in der natürlichen 
Mundhöhle generiert (Auschill et al., 2005; Hannig & Hannig, 2009). In sogenannten In-situ-
Modellen können Prüfkörper in der Mundhöhle mit Hilfe von Teilprothesen oder Kunststoff-
schienen fixiert werden und wieder einfach entnommen werden. Als Träger sind humane oder 
bovine Schmelz- und Dentinprüfkörper sowie wie Glas- oder Plastikplättchen denkbar (Hannig, 
1999b; Arweiler et al., 2004; Auschill et al., 2005). In-situ-Testverfahren müssen stets 
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garantieren, dass eine potentielle Schädigung der Probanden auszuschließen ist und von einer 
Ethikkomission genehmigt werden. Reproduzierbarkeit und Objektivität werden durch interin-
dividuelle Unterschiede zwischen den Probanden in Bezug auf die mikrobielle Ausgangsflora, 
die Mundhygiene und den Tragekomfort erschwert (Sissons, 1997). 
Optimal wäre es, einen Biofilm direkt in vivo am natürlichen Ort in der Mundhöhle zu entneh-
men, wie beispielsweise in einer approximalen Nische oder als subgingivale Plaque in einer 
parodontalen Tasche. Das Lösen der Plaqueschicht stellt sich allerdings aufgrund der geringen 
Dicke und Stabilität des Biofilms als schwierig dar (Robinson et al., 1997). Da bei der Analyse 
des Biofilms meist potentiell toxische Materialen verwendet werden, ist eine direkte Untersu-
chung in der Mundhöhle nur eingeschränkt möglich.  
Zum Nachweis einzelner Bakterien oder bakterieller Kolonien eignen sich die die Fluoreszenz-
mikroskopie, die konfokale Lasermikroskopie, die Elektronenmikroskopie oder Kulturtechni-
ken (Nyvad & Kilian, 1987; Davey & O´Toole, 2000).  
Zur Untersuchung der Morphologie komplexer Biofilme stellen elektronenmikroskopische 
Aufnahmen die Methode der Wahl dar. Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) ermöglicht 
eine hochauflösende Darstellung von Oberflächenstrukturen (Hannig, 1998). Mit Hilfe der 
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) können einzelne Schichten in der Tiefe des Bio-
films bis in den Nanometerbereich eingesehen werden. Alle Proben müssen zunächst in auf-
wendigen Fixierungsprozessen vorbereitet werden. Feuchte Biofilmproben werden in einem 
mehrstufigen Verfahren dehydriert. Für die TEM müssen die Prüfkörper zusätzlich in Kunst-
stoff eingebettet und anschließend in ultradünne Schichten geschnitten werden (Hannig, 
1999c). Dadurch können Veränderungen der komplexen Struktur und der Organisation des Bio-
films sowie Artefakte entstehen (Donlan & Costerton, 2002). 
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen stellen im Gegensatz dazu eine einfache Methode 
zur Quantifizierung adhärenter Bakterien auf Prüfkörperoberflächen dar. Zusätzlich können mit 
geeigneten Färbelösungen Bakterien entsprechend ihrer Vitalität eingefärbt werden. Dies ist 
besonders bei Fragestellungen nach der Wirksamkeit antimikrobieller Substanzen interessant 
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2.1.3 Plaquekontrolle  
Die Mikroorganismen der Mundhöhle spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der 
physiologischen Mundgesundheit, aber auch in der Ätiologie oraler Erkrankungen wie Karies, 
Gingivitis und Paradontitis (Kumar et al., 2005; Marsh, 2006). Viele Bakterienspezies sind 
harmlos und können präventive Aufgaben in der Mundhöhle übernehmen. Sie haben eine har-
monische Beziehung zu ihrem Wirt und nutzen endogene Nährstoffe bei geringer Säureproduk-
tion für Zellteilung und Wachstum. Ihre Etablierung schützt die Zahnflächen vor der Koloni-
sierung exogener Pathogene, indem sie antimikrobielle Substanzen wie Wasserstoffperoxide 
oder Bakteriozine produzieren (van Hoogmoed et al., 2008; Kleist & Callaway, 2013). Kommt 
es durch erhöhten Zuckerkonsum, unzureichende Mundhygiene oder einer geringen Speichel-
flussrate zu einer Störung des mikrobiellen Gleichgewichts, passen sich die Bakterienkolonien 
an die veränderten Umweltbedingungen an und es kommt zur Proliferation spezifischer patho-
gener Spezies (Hojo et al., 2009). Ziel ist es, mit geeigneten mechanischen und chemischen 
Substanzen die Bakterienproliferation einzuschränken und so die physiologische Mundflora zu 
erhalten.  
Die nachweislich effektivste Methode zum Entfernung des Biofilms ist die mechanische Rei-
nigung durch das Zähneputzen oder die Anwendung von Zahnseide und Interdentalbürstchen, 
sodass anschließend nur eine dünne Schicht von ungeordnetem Biofilm verharrt (Kolahi & 
Soolari, 2006; van der Weijden & Slot, 2011). Dies schafft einen optimalen Angriffspunkt für 
antimikrobielle Substanzen, wie sie in typischen Mundhygieneartikeln in Form von Zahnpas-
ten, Gels oder Mundspüllösungen enthalten sind (Marsh, 2010).  
Antimikrobielle Mittel können die Biofilmbildung hemmen, den bereits etablierten Biofilm lö-
sen oder individuelle Mikroorganismen des Biofilms zerstören (Auschill et al., 2005). Für die 
chemische Plaquehemmung sollten Mittel verwendet werden, die spezifisch gegen die haupt-
sächlich mit Karies und Gingivitis assoziierten Keimarten wirksam sind (Schiffner, 1995). Um 
die Wirkstärke der antimikrobiellen Substanzen zu bestimmen, wird in vitro die minimal inhi-
bitorische Konzentration (MIC) bzw. die minimal bakterizide Konzentration (MBC) durch 
Kontakt des Agens mit einer reinen Kultur spezifischer planktonischer Zellen bestimmt. Jedoch 
zeigen Bakterien in einem Biofilmgefüge durch ihre strukturelle Organisation und die Fähigkeit 
zur Genexpression bei sich ändernden Umweltbedingungen eine deutlich geringere Sensitivität 
gegenüber antimikrobiellen Wirkstoffen (Marsh, 2005). Wegen der primär nur kurzen Kontakt-
zeit zur Plaque ist eine verlängerte Verfügbarkeit der Substanzen durch reversible Bindung an 
orale Strukturen, ohne dass die Substanzen an Wirksamkeit verlieren, wünschenswert. Die 
Einleitung 
 
- 16 - 
Substantivität, die als Wirkdauer eines Stoffes in situ definiert ist, ist somit ausschlaggebend 
zur Beschreibung der Effektivität antimikrobieller Substanzen in situ (Brecx, 1997). Aufgrund 
der vielen Bestandteile einer kommerzieller Zahnpasten wie Poliermittel, Detergenzien, Aro-
men, Konservierungsmittel oder Feuchthaltemittel kann es zur gegenseitigen Inaktivierung ein-
zelner Wirkstoffgruppen kommen. Ein Beispiel hierfür ist die Wechselwirkung zwischen dem 
Detergenz Natriumlaurylsulfat und Chlorhexidin, die in vielen Studien diskutiert wird (Elker-
bout et al., 2016). Beiden wird aber auch eine plaquereduzierende Wirkung zugeschrieben, so-
dass die Wirksamkeit einer einzelnen Substanz immer im Zusammenhang des gesamten Wirk-
stoffkomplexes einer Zahnpastaformulierung betrachtet werden sollte (Arweiler et al., 2002).  
2.1.4 Chlorhexidin 
Chlorhexidin (CHX) ist ein wichtiger antimikrobieller Wirkstoff mit einer Vielzahl von An-
wendungsgebieten im medizinischen, dentalen und pharmazeutischen Bereich (Russell & Day, 
1993; Kaur et al., 2015). Aufgrund seines antibakteriellen Effekts, seiner Substantivität oder 
der geringen Toxizität findet Chlorhexidin seit mehr als 40 Jahren Anwendung in Mundspüllö-
sungen, Gels oder Zahnpastaformulierung zur Therapie der Gingivitis und Parodontitis (Brecx, 
1997) und wird als Goldstandard der chemischen Plaquekontrolle angesehen (Jones, 1997).  
Struktur CHX ist ein kationisches Bisbiguanid und wird zumeist als Salz der Dihydrohychlo-
ride, Diacetate oder Digluconate angewandt. Chlorhexidin ist eine starke Base, bei physiologi-
schem pH-Wert dissoziiert das Salz und ein zweifach positiv geladenes Chlorhexidin-Dikation 
wird freigesetzt. Das Molekül ist symmetrisch aufgebaut und besitzt je zwei Chlorophenyl- und 
Biguanid-Gruppen, die durch eine zentrale Hexamethylen-Kette verbunden sind (Kaur et al., 
2015). 
Wirkmechanismus: Der antibakterielle Effekt beruht auf der Bindung des kationischen Mole-
küls an die negativ geladene Zellmembran der Bakterien (Kaur et al., 2015). Die bakterielle 
Zellmembran verliert ihre Integrität und Chlorhexidin wird zur inneren Zellmembran angezo-
gen. Dort bindet es an Phospholipide der inneren Zellmembran und führt so zu einer Erhöhung 
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der Membranpermeabilität für niedermolekulare Komponente wie Kalium-Ionen. In dieser bak-
teriostatischen (subletalen) Stufe sind alle Vorgänge reversibel und die Bakterienzelle kann sich 
nach Entfernung des Chlorhexidins und Neutralisation wieder erholen. Dies impliziert, dass 
Chlorhexidin ab einer für jede Bakterienspezies spezifischen Konzentration zur vollständigen 
Lyse der Bakterienzelle führt und somit bakterizid wirken kann (Jones, 1997; Varoni et al., 
2012). Chlorhexidin wirkt bevorzugt gegen gram-positive Bakterien. Während Streptococcus 
mutans eine hohe Sensitivität gegenüber CHX zeigt, scheinen Strepptococcus sanguinis als Pi-
onierkeime der Biofilmbildung eine relative Resistenz aufzuweisen (Emilson, 1994). Erst bei 
höheren Konzentrationen wirkt Chlorhexidin gegen gram-negative Organismen, fakultative 
Anaerobier und Hefepilze (Sheiham, 1991; Varoni et al., 2012). Neben dem antibakteriellen 
Effekt ist die hohe Substantivität des Chlorhexidins entscheidend für die Wirksamkeit. Nach 
einminütigem Spülen mit 10ml  einer 0,2%igen Chlorhexidin-Lösung verbleiben durchschnitt-
lich 30% des Wirkstoffes in der Mundhöhle (Gjermo et al., 1974; Bonesvoll, 1977). Diese Ei-
genschaft beruht auf der hohen Affinität des kationischen Moleküls zu den negativ geladenen 
Carboxylgruppen der Muzine und Speichelproteine der Pellikel auf der Zahnoberfläche und 
den Schleimhäuten. Eine Ablösung erfolgt durch sekretorische Calcium-Ionen der Speicheldrü-
sen (Greenstein et al., 1986). Der antibakterielle Effekt des Chlorhexidin ist somit das Resultat 
einer kurzzeitigen bakteriziden Wirkung, gefolgt von einer anhaltenden bakteriostatischen Wir-
kung aufgrund seiner Fähigkeit zur Bindung auf Zahnoberflächen und Schleimhäuten mit hoher 
Substantivität (Russell & Day, 1993; Jones, 1997; Varoni et al., 2012). Rolla und Melson (1975) 
postulierten zudem, dass Chlorhexidin nach Desorption von der Mundschleimhaut über 3 Me-
chanismen die Plaquebildung hemmen kann. Zum einen blockiert es die Säuregruppen der Spei-
chelproteine und reduziert so die Proteinabsorbtion auf der Zahnoberfläche. Die Pellikelbildung 
wird dadurch gehemmt. Außerdem hemmt es durch den beschriebenen antibakteriellen Effekt 
die Adsorption der Bakterien auf der Zahnoberfläche oder die Akkumulation in bereits entstan-
dener Plaque. Zum anderen hemmt Chlorhexidin die Plaquebildung durch Ausfällung der Ag-
glutinations-Faktoren im Speichel und dem Ersatz der Calcium- Ionen in der Plaquematrix 
(Rolla & Melsen, 1975). Studien haben zudem Chlorhexidin einen Karies-hemmenden Effekt 
zugeschrieben. Chlorhexidin ist in der Lage, die Säureproduktion in etabliertem Biofilm unter 
experimentellen Bedingungen in situ zu hemmen (Loe et al., 1972; Zickert et al., 1982; Zhang 
et al., 2006). Acidophile und kariogene Bakterien wie Streptococcus mutans finden so weniger 
günstige Bedingungen für Wachstum und Proliferation im Biofilm vor (Oppermann, 1979).    
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Nebeneffekte. Eine Vielzahl klinischer Studien beschreibt das Vorkommen von Nebeneffekten 
bei der Verwendung von Chlorhexidin in der Mundhöhle. Alle im Folgenden beschriebenen 
Effekte sind nach Abbruch der Behandlung mit Chlorhexidin vollständig reversibel. Ein viel-
fach beschriebener Nebeneffekt bei längerer Anwendung von Chlorhexidin-haltigen Mund-
spüllösungen ist eine braune Verfärbung der Zähne, restaurativer Materialien, der Schleimhaut 
und des Zungenrückens. Das Ausmaß der Verfärbungen scheint von der Art der Applikation 
und der Konzentration abhängig zu sein (Flotra et al., 1971; Claydon et al., 2006; van Strydonck 
et al., 2012) . Zahnpasten und Mundspüllösungen mit CHX haben einen bitteren Geschmack, 
der zu vorübergehenden Veränderungen der Geschmackswahrnehmung (Dysgeusie) führen 
kann (Addy et al., 1989; Kaur et al., 2015). Objektive Untersuchungen der Geschmacksemp-
findung haben eine Missempfindung auf die Wahrnehmung von süß und vornehmlich salzig 
bestätigt (Lang et al., 1988). In Einzelfällen wurde außerdem von Entzündungen der Schleim-
haut berichtet (Gjermo et al., 1974). Darüber hinaus kann Chlorhexidin die supragingivale 
Zahnsteinbildung fördern. Dieser Effekt ist vermutlich auf die Ausfällung von Speichelprotei-
nen auf der Zahnoberfläche zurückzuführen (Slot et al., 2014).  
Anwendung: Die plaquehemmende Wirkung von Chlorhexidin wurde erstmals 1969 von 
Schröder beschrieben. Im darauffolgenden Jahr führten Loe und Schiott die erste klinische Stu-
die durch. Diese Studie zeigte, dass zweimal tägliches Spülen mit 10ml einer 0,2 %-igen 
Chlorhexidingluconat-Lösung für 60 s, in Abwesenheit einer mechanischen Reinigung der 
Zähne, das Plaquewachstum und die Entstehung einer Gingivitis hemmt (Loe & Schiott, 1970). 
Zahlreiche Studien folgten, die unterschiedliche Anwendungsformen und Konzentrationen in 
Bezug auf eine plaquehemmende Wirkung und Verfärbungen untersuchten (Jenkins et al., 
1994; Hoffmann et al., 2001; Olympio et al., 2006; Slot et al., 2007; Slot et al., 2014; Supranoto 
et al., 2015). Chlorhexidin ist heutzutage in Form von Mundspüllösungen, Gels und als Be-
standteil von Zahnpastaformulierungen kommerziell erhältlich. CHX-haltige Mundspüllösun-
gen werden zur primären und sekundären Prävention von Parodontalerkrankungen und Karies 
empfohlen (Varoni et al., 2012). Ihre Verwendung führt v.a. bei Patienten, die im Alltag nicht 
zur ausreichenden Mundhygiene fähig sind, zu einer Abnahme von Plaque und Entzündung der 
Gingiva (Silverman & Wilder, 2006; Barnett, 2006). In Europa wurde eine 0,2%ige CHX-
Lösung entwickelt, die heutzutage als Standardkonzentration für Mundspüllösungen angesehen 
wird  (Franco Neto et al., 2008; Berchier et al., 2010). Des Weiteren sind Präparate zur Appli-
kation von CHX in Form von Gelen erhältlich. Nachteilig ist hier die unzureichende Verteilung 
des Gels und somit des Wirkstoffes in der Mundhöhle und auf den Zahnoberflächen, sodass 
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Gele zumeist gezielt zur lokalen Applikation in die parodontale Tasche verwendet werden und 
so effektiv eine systematische Parodontitistherapie unterstützen (Saxen et al., 1976; Vinholis et 
al., 2001; Slot et al., 2010). Unter dem Aspekt, dass das zweimal tägliche Putzen mit einer 
Zahnpaste für die meisten Menschen der westlichen Bevölkerung zur täglichen Mundhygiene-
routine zählt, ist es naheliegend, CHX in Zahnpasten zu integrieren (Slot et al., 2014; van der 
Weijden & Slot, 2011). Die Wirksamkeit wurde erstmals in einer non-brushing Studie nachge-
wiesen, in der die Anwendung einer Chlorhexidin-haltigen Zahnpasta in einer signifikanten 
Plaque – und Gingivitisreduktion im Vergleich zu einer Placebo-Paste resultierte (Putt et al., 
1993; Slot et al., 2014). Nach einer Publikation von Barkvoll et al. 1989, in der eine In-vivo-
Studie zeigt, dass die Wirkung von CHX durch Interaktionen mit anionischen Bestandteilen in 
Zahnpasten wie Natriumlaurylsulfat (SLS) signifikant gehemmt wird, sank das Interesse an der 
Integration von CHX in Zahnpasten. Es wurde eine Empfehlung ausgesprochen, CHX nicht mit 
SLS-haltigen Pasten zu kombinieren und nach dem Zähneputzen einen Zeitraum von mindes-
tens 30 Minuten zu wahren, bevor eine Chlorhexidin-haltige Mundspüllösung angewandt wird 
(Barkvoll et al., 1989; Kolahi &Soolari, 2006). So gibt es nur wenige Studien, die dennoch 
einen plaquereduzierenden Effekt CHX-haltiger Zahnpasten nachweisen (Jenkins et al., 1993; 
Yates et al., 1993; Sanz et al., 1994; Rathe et al., 2007).  
2.1.5 Metall-Ionen 
Metallsalzen wird eine antimikrobielle Wirkung zugeschrieben. Studien belegen, dass verschie-
dene Metall-Ionen in der Lage sind, die Plaquebildung zu hemmen (Skjorland et al., 1978; 
Waerhaug et al., 1984). Polyvalente Kationen wirken vorrangig im Absorbtionsprozess über 
eine Interaktion mit negativ geladenen Komponenten des Biofilms. Darüber hinaus können sie 
durch Oxidationen von Thiolgruppen die Aktivität bakterieller Enzyme hemmen. Die Azido-
genität des Biofilms wird dadurch gesenkt (Oppermann et al., 1980). Goudouri et al. (2014) 
publizierten eine Übersichtsarbeit zum Einsatz von Metall und Metallionen in der Therapie 
chronischer Parodontitis und Periimplantitis. Dazu zählen zumeist Silber, Zinn, Zink, Kupfer, 
Gold oder Aluminium (Spacciapoli et al., 2001). Insbesondere Zinkverbindungen kommen in 
aktuellen antierosiv wirkenden Zahnpflegeprodukten zur Anwendung (Ganss et al., 2011). 
Zinnfluorid wird in Mundpflegeprodukten zur Prävention von parodontalen Erkrankungen ein-
gesetzt (z.B. Meridol ®).  
In der durchgeführten Untersuchung wurde der Schwerpunkt auf die biofilminhibierende Wirk-
samkeit von Aluminiumverbindungen gelegt. Deshalb wird im Folgenden die Wirkungsweise 
von Aluminiumverbindungen in Zahnpastaformulierungen beschrieben. 
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Die antimikrobielle Wirkung von Aluminium wurde unter Verwendung digitaler Bildanalysen 
dentaler Plaque sowie der Auswertung von Gingiva-Index, Plaque-Index, Verfärbungen und 
Zahnsteinbildungen nachgewiesen (Rathe et al., 2007; Bellamy et al., 2009; Bellamy et al,. 
2011).   
Aluminium-Lactat ist ein Salz der Milchsäure und weist adstringierende, Protein-koagulierende 
und schwache hämostatische Eigenschaften auf (Fiedler, 1967). Protein-Koagulation führt zu 
einer oberflächlichen Koagulationsmembran, die wiederum eine adstringierende Wirkung in 
tieferen Teilen des Gewebes induziert (Goodman et al., 1955). Es wird suggeriert, dass diese 
Koagulationsmembran die Gingiva kurzzeitig vor externen Irritationen schützen kann (Fiedler, 
1967). Aluminium-Lactat wirkt so entzündungshemmend und blutstillend. Bei einer Konzent-
ration von 0,5% wirkt Alumnium-Lactat als Adstringens für circa 3-4 Stunden (Wannemacher, 
1964; Rathe et al., 2007).  
Aluminiumfluorid (AlF3) ist ein lösliches Salz mit einem dreifach positiv geladenen Kation. Da 
es den selben Fluoridgehalt wie andere gebräuchliche Fluoridkomponenten (z.B. NaF) bereit-
stellt, vereinigt es die remineralisierende Eigenschaft des Fluorids mit der antimikrobiellen Ei-
genschaft des Aluminiums (Meyer-Lueckel et al., 2015). Studien belegen einen synergistischen 
kariostatischen Effekt von Aluminium und Fluorid (Kleber & Putt 1984, 1992). Das positiv 
geladene Aluminium-Ion wird in die Schmelzoberfläche aufgenommen und kann Calcium-Io-
nen in Hydroxyapatit-Kristallen ersetzen und so einen stabileren Komplex als CaHPO4 bilden.  
2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung 
Chlorhexidin gilt als Goldstandard der antimikrobiellen Wirkstoffe in der Zahnmedizin (Kaur 
et al., 2015; Putt et al., 1993). Darüber hinaus sind verschiedene Metallsalze in der Lage, die 
Biofilmbildung zu hemmen (Skjorland et al., 1978). Klinische Studien weisen für eine mit 
Alumnium-Lactat und Chlorhexidin versetzten Zahnpasta einen plaquehemmenden und gingi-
vitisreduzierenden Effekt nach (Rathe et al., 2007; Bellamy et al., 2009, 2011).  
Ziel dieser Studie war es, in einem In-situ-Biofilmmodell die Wirkung von Zahnpasten mit 
Chlorhexidin und Aluminium-Ionen, einzeln sowie in Kombination, auf die initiale Biofilmbil-
dung zu untersuchen. Mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen sollte der Einfluss 
kommerzieller und experimenteller Zahnpastaformulierungen auf die adhärenten Bakterien 
durch Bestimmung der Biofilmbedeckung und -vitalität erfasst werden. Die Rasterelektronen-
mikroskopie sollte darüber hinaus eine morphologische Beschreibung des in situ gewonnenen 
Biofilms unter dem Einfluss der Zahnpastaformulierungen ermöglichen. 
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3 Material und Methode 
3.1 Studiendesign 
Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine mono-zentrische, hypothesengenerierende 
experimentelle Studie. Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Ärztekammer 
des Saarlandes mit einer Erweiterung eines vorliegenden Votums (Kennnummer 238/03) ge-
nehmigt.  
3.2 Probanden 
An der Studie nahmen sechs freiwillige Probanden im Alter von 21-25 Jahren teil. Zur Auswahl 
wurden ein kariesfreies, voll bezahntes Gebiss, ein gesunder Parodontalzustand und eine nor-
male Salivation vorausgesetzt. Alle Probanden zeigten eine ausgewogene Ernährung, keinen 
übermäßigen Konsum an polyphenolhaltigen Getränken oder Lebensmitteln und sind Nichtrau-
cher. Allgemeinerkrankungen oder regelmäßige Medikamenteneinnahme führten zum Aus-
schluss. Eine mögliche Antibiotika-Therapie sollte mindestens 6 Monate zurückliegen. Alle 
Probanden wurden über den Versuchsablauf aufgeklärt und stimmten schriftlich der Teilnahme 
zu.  
3.3 Zahnpastaformulierungen  
Zur vorliegenden Studie wurden Zahnpasten verwendet, die von der Firma Dr. Theiss Natur-
waren GmbH bereitgestellt wurden. In der folgenden Tabelle 1 sind die Pasten mit ihren pro-
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Tabelle 1: Bestandteile der Zahnpasten 
Paste Abkürzung Bestandteile 
Basispaste B-P 
PEG 32, Sorbitol, Hydraxyethylzellulose, SiO2, TiO2, 
SLS (NaC12H25SO4) 
Chlorhexidin-Basispaste B-CHX-P B-P + CHX 0,05% 
Aluminium-Lactat-Paste      
(Lacalut white) 
AL1-P B-P + Al-Lactat (C9H15AlO9) 0,8%; NaF 1360ppm,  
Aluminium-Lactat- 
Chlorhexidin-Paste                            
 (Lacalut extra sensitiv) 
AL1-CHX-P 
PEG 32, Sorbitol, Hydraxyethylzellulose, SiO2, TiO2, 
Cocamidopropyl, Al-Lactat (C9H15AlO9) 0,8%; NaF 
1360ppm; Olaflur (C27H60F2N2O3) 
Aluminium-Lactat-Aluminium-
Fluorid-Aluminium-Hydroxid       
Chlorhexidin-Paste                            
(Lacalut aktiv) 
AL3-CHX-P Al1-P + CHX 0,05%, AlF3 1360ppm, Al(OH)3 
3.4 Herstellung der Schienen 
Für alle Probanden wurden individuelle Schienen zur Montage der Prüfköper im ersten und 
zweiten Quadranten angefertigt. Nach Abformung des Oberkiefers mit einem irreversibel elas-
tischen Abformmaterial (Alginat Blueprint, Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Deutschland) 
wurden Modelle aus Superhartgips der Klasse IV (Die-Stone, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, 
Deutschland) hergestellt. Die Miniplast-Schienen wurden im Tiefziehverfahren (Erkopress ES 
2004, Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutschland) aus hart-elastischen, transparenten 
Duran-Folien (Scheu Dental GmbH, Iserlohn, Deutschland) mit einer Dicke von 0,7 - 1,0 mm 
angefertigt. Um einen höheren Tragekomfort für die Patienten zu garantieren und weder Ästhe-
tik noch Phonetik einzuschränken, wurden die Schienen im 1. und 2. Quadranten jeweils nur 
den Molaren- und Prämolarenbereich umfassend ausgearbeitet. Die sichere Prüfkörpermontage 
erforderte bukkal eine Ausdehnung der Schienen von mindestens 8 mm sowie kleine Perfora-
tionen zur Retention.  
3.5 Herstellung der Prüfkörper 
3.5.1 Extraktion und Vorbereitung der Rinderzähne 
Grundlage für das orale Biofilmmodell war die Herstellung boviner Schmelz– und Dentinprüf-
körper. Hierzu wurden die Labialflächen unterer Frontzähne der zweiten Dentition verwendet. 
Diese bieten ausreichend große Glattflächen zur Produktion planer und polierbarer Prüfkörper. 
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Die Zähne wurden vom Schlachthof Zweibrücken bezogen und nach Extraktion bei 4°C in 
0,1%iger Thymollösung (Apotheke des Universitätsklinikums des Saarlandes, Homburg, 
Deutschland) gelagert. Mit Hilfe der Schleiftrennmaschine (WOCO 50p, Conrad GmbH, 
Clausthal, Deutschland) wurde zunächst der Wurzelanteil der Rinderzähne abgetrennt. Nach 
Abschleifen der Inzisalkante sowie der mesial und distalen Approximalflächen konnten aus 







3.5.2 Politur und Reinigung der Prüfkörper 
Ausgehend von den Prüfkörperrohlingen wurden unter Verwendung einer Nassschleifmaschine 
(Gripo 2V, Metkon Instruments Ltd, Bursa, Türkei) und Schleifpapier aufsteigender Körnung 
(wasserfestes Silikon-Carbid-Schleifpapier 240 Grit – 2500 Grit, Buehler, Düsseldorf, Deutsch-
land) Prüfkörper mit einer einheitlichen Dimension von 4 x 5 x 1 mm hergestellt und die ent-
sprechenden Oberflächen bis 2500 Grit poliert. Die Gegenseite wurde zur besseren Unterschei-
dung mit Schleifpapier der Körnung 240 Grit angeraut. Zur abschließenden Beurteilung der 
Dentin- und Schmelzoberfläche wurde ein Auflichtmikroskop (Zoom-Stereomikroskope SMZ 
140, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit 10-facher Vergrößerung herangezogen. Prüfkör-
per mit mikroskopisch sichtbaren Verfärbungen, Demineralisation oder Inhomogenitäten der 
Oberfläche wurden aussortiert.  
Zur Reinigung und Desinfektion wurden die Schmelzprüfkörper für 3 min und die Dentinprüf-
körper für 30 s in 3%-iger Natriumhypochlorid-Lösung (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) ge-
lagert. Nach gründlichem Abspülen der Prüfkörper unter fließendem Wasser folgte die Reini-
gung im Ultraschallbad (Sonorex RK 100 H, Bandelin, Berlin, Deutschland). Schmelzprüfkör-
per wurden für 5 min, Dentinprüfkörper für 2 min gereinigt. Zuletzt erfolgte eine 15-minütige 
Desinfektion in 70%igem Isopropylalkohol (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) mit 
Abbildung 3: Schemazeichnung der Sägeschnitte zur Herstellung der Prüfkörperrohlinge aus 
bovinen Unterkieferschneidezähnen. 
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anschließendem zweimaligem Waschen in sterilem Wasser (Ecotainer, B. Braun Melsungen 
AG, Melsungen, Germany).  
3.6 Montage der Prüfkörper 
Zur Fixierung der Prüfkörper auf den Miniplast-Schienen diente ein zähfließendes A-Silikon 
(President light body, Coltène/Whaledent GmbH und Co. KG, Langenau, Deutschland). Insge-
samt wurden auf jede Schiene eines Quadranten je zwei Schmelz- und Dentinprüfkörper in 
abwechselnder Reihenfolge montiert. Die beiden distalen Prüfkörper wurden zur Analyse mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie herangezogen. Die beiden mesial platzierten Prüfkörper dienten 
Untersuchungen mit dem Rasterelektronenmikroskop. Um eine Nischenbildung auf den Prüf-
körpern zu vermeiden, ist auf eine sorgfältige Platzierung und eine gleichmäßige Fassung durch 







Abbildung 4: Miniplast-Schiene des 1. Quadranten auf einem Superhartgipsmodell mit 4 mon-
tierten Prüfkörpern aus bovinem Zahnmaterial, die abwechselnd von distal beginnend mit der 
Schmelz- oder Dentinoberfläche nach bukkal ausgerichtet sind. 
3.7 Versuchsaufbau 
Zu Versuchsbeginn bekamen alle Probanden zur Durchführung einer Versuchsreihe eine Zahn-
bürste (Sensodyne Complete Protection, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co. 
KG, Brühl, Deutschland) ausgehändigt. Im gesamten Studienverlauf wurden je 288 Schmelz- 
und Dentinprüfkörper für 24 h in situ zur Biofilmbildung herangezogen. Hierzu wurden zwei 
Durchgänge des gesamten Studienmodells durchgeführt. Ein Durchgang erstreckte sich über 
einen Zeitraum von 11 Tagen.  Innerhalb dieses Zeitfensters wurden 6 Bedingungen in situ 
geschaffen, repräsentiert durch fünf unterschiedliche Zahnpastaformulierungen und eine Kon-
trolle mit Wasser. Am ersten Tag putzten die Probanden nach dem im Folgenden erläuterten 
Putzprotokoll mit der Kontrolle Wasser, am dritten Tag mit der Basispaste (B-P), am fünften 
Tag mit der Aluminium-Paste (Al1-P), am siebten Tag mit der Basispaste + Chlorhexidin (B-
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CHX-P), am neunten Tag mit der Aluminium-Chlorhexidin-Paste (Al1-CHX-P) und abschlie-
ßend am elften Tag mit der Aluminium-Lactat-Aluminium-Fluorid-Aluminium-Hydroxid-
Chlorhexidin-Paste (Al3-CHX-P). Pro Paste bekamen die Probanden jeweils zwei neue mit je 
4 Prüfkörpern bestückte Schienen ausgehändigt. Während einer Expositionszeit von 24 h in situ 
wurde dreimal mit der entsprechenden Paste geputzt. Nach 30-minütigem Tragen der Prüfkör-
per wurde die linke Schiene des Oberkiefers entnommen und der 2. Quadrant mit der entspre-
chenden Paste für 30 s geputzt. Danach wurde die Schiene durch den Probanden wiedereinge-
setzt und es folgte das Putzen des 1. Quadranten für weitere 30 s. Dabei wurden die Prüfkörper 
auf der rechten Seite zusätzlich mechanisch gereinigt. Anschließend putzten die Probanden für 
je 30 s die verbleibenden Quadranten im Unterkiefer. Die Prüfkörper der linken Seite wurden 
somit nicht aktiv gereinigt, sondern nur mit einem Speichel-Pasten-Gemisch umspült. Das glei-
che Prozedere wurde nach 12 h und nach 23,5 h wiederholt. Die Probanden wurden darauf 
hingewiesen, während der Tragezeit nur stilles Wasser zu trinken und möglichst wenige Zwi-
schenmahlzeiten zu konsumieren. Während der Mahlzeiten wurden die Schienen in einer 
Feuchtkammer gelagert und 30 min nach Nahrungsaufnahme wiedereingesetzt. Nach 24 h wur-
den die Schienen aus der Mundhöhle entnommen, die Prüfkörper vorsichtig von der Schiene 
abgelöst und für 5 s in Natrium-Chlorid-Lösung (0,9% B.Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland) gewaschen. Dies diente dem Ablösen des Speichelfilms und nicht-adhärenter 
Bakterien. Anschließend wurden jeweils ein Dentin und Schmelzprüfkörper jeder Seite zur 
Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie vorbereitet. Wie in 
Tabelle 2 dargestellt, wurde den Biofilmen aller Prüfkörper nach Anwendung der Fluoreszenz-
mikroskopie ein Score-Wert zur Beschreibung der Bedeckung und Vitalität zugeordnet. Die 
Bedeckung und Vitalität der Biofilme auf ungeputzten Schmelzprüfkörpern wurden zusätzlich 
gemessen. Ergänzend wurden alle Prüfkörper mit einem Rasterelektronenmikroskop unter-
sucht. Während der eintägigen Pause kehrten die Probanden zu ihrer gewohnten Zahnpflege 
zurück. Mundspüllösungen wurden während der Untersuchung nicht verwendet.   
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Abbildung 5: Intraoral eingesetzte Miniplast-Schiene mit 4 montierten Prüfkörpern im 1. 
Quadranten. Die Prüfkörper der rechten Miniplast-Schiene wurden aktiv mechanisch gereinigt. 
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Abbildung 6: Versuchsaufbau – schematische Darstellung. Abkürzungen: PK=Prüfkörper; 
S=Schmelz; D=Dentin; W=Wasser; B-P=Basispaste; Al1-P=Aluminium-Lactat-Paste; B-
CHX-P=Basispaste+Chlorhexidin; Al1-CHX-P=Aluminium-Lactat-Chlorhexidin-Paste; Al3-
CHX-P= Aluminium-Lactat-Aluminium-Fluorid-Aluminium-Hydroxid-Chlorhexidin-Paste                             
LDS=Life/Dead Staining; REM=Rasterelektronenmikroskopie. 
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Tabelle 2: Übersicht über die Prüfkörper und Auswertung der Biofilme   
3.8 Fluoreszenzmikroskopie 
3.8.1 Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie 
Zur Darstellung der Bedeckung und Vitalität des auf den Prüfkörpern befindlichen Biofilms 
wurde die Fluoreszenzmikroskopie herangezogen. Die Proben wurden mit dem Axio Imager 
M2 Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberhausen, Deutschland) untersucht. Die Färbung erfolgte 
mit Hilfe des BacLightTM bacterial viability kit (Artikelnummer L7012, Molecular Probes, 
Eugene, USA), das aus zwei färbenden Nukleinsäuren besteht, Propidium Iodid und SYTO 9. 
Die Farblösungen unterscheiden sich in ihrem spezifischen Spektralcharakter und ihrer Fähig-
keit, die Zellmembran zu durchdringen. SYTO 9 ist ein grün fluoreszierendes membrangängi-
ges Molekül und färbt alle Zellen. Im Gegensatz dazu ist Propidium Iodid ein rot fluoreszieren-
des, nicht membrangängiges Molekül und somit nicht in der Lage, in gesunde Zellen mit intak-
ter Membran einzudringen (Netuschil et al., 2014). Der Hersteller gibt an, dass Propidium Iodid 
eine höhere Affinität zu Nukleinsäuren aufweist als SYTO 9. In einem geeigneten Verhältnis 
von SYTO 9 und Propidium Iodid werden Bakterien mit einer intakten Zellmembran folglich 
grün fluoreszierend und Bakterien mit einer zerstörten oder aufgelösten Zellmembran rot fluo-
reszierend dargestellt (Molecular probes, 2001).                                  
3.8.2 Herstellung der Färbelösung 
Die Fluoreszenzfarbstoffe SYTO9 und Propidium Iodid wurden in Aliquots lichtgeschützt bei 
-20 °C gelagert. Zur Herstellung der Färblösungen wurden 1 µl SYTO 9 und 1 µl Propidium 
Iodid des BacLightTM bacterial viability kit (Artikelnummer L17012, Molecular Probes, 
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Eugene, USA) mit 1000 µl Natrium-Chlorid-Lösung (0,9% B.Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland) verdünnt und durchmischt. 
3.8.3 Färben und Fixieren der Prüfkörper   
Nach dem Waschen der Prüfkörper in Kochsalz-Lösung (0,9% B.Braun Melsungen AG, 
Melsungen, Deutschland) wurden die Prüfkörper mit 50 µl der Färbelösung bedeckt und für 10 
min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Farblösung wurde danach durch Schwen-
ken der Prüfkörper in Kochsalz-Lösung abgespült. Die Fixierung der Prüfkörper erfolgte zur 
besseren Lagestabilisierung auf dem Objektträger mit einem weichen Silikon (Gammasil Tec 
A 85 base, Müller-Omicron GmbH & Co. KG, Lindlar, Deutschland). Auf die Oberfläche des 
Prüfkörpers wurde 5 µl Mounting Öl des BacLightTM bacterial viability kit (Artikelnummer 
L17012, Molecular Probes, Eugene, USA) aufgetragen.  
3.8.4 Durchführung der Mikroskopie 
Nach dem Färbeprozess erfolgte direkt die fluoreszenzmikroskopische Analyse mit dem Axio 
Imager M2 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland). Es wurden bei 
1000-facher Vergrößerung jeweils 6 Bilder entsprechend eines Rasterfeldes des Okulars 
(0,0156 cm2) pro Prüfkörper aufgenommen. Zwei verschiedene Lichtfilter wurden zur Visuali-
sierung der toten und lebenden Zellen verwendet. (Etbr Filter für die Visualisierung der toten 
Zellen: BP 546/12, FT 580 und LP 590, FDA Filter für die lebenden Zellen: BP 450-490, FT 
50 und LP 515). Die Bilder wurden mit der Software Axiovision 4.8 (Axiocam, Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) gespeichert. 
3.8.5 Quantifizierung der Biofilme   
Bedeckung 
Zur Quantifizierung der Biofilmbedeckung eines Prüfkörpers wurde eine Klassifizierung mit 6 
Kategorien angewandt, die sich an den Phasen der Biofilmbildung orientiert. Pro Prüfkörper 
wurde den 6 repräsentativen Aufnahmen je ein Score-Wert, entsprechend der folgenden Abbil-
dung 10 zugeordnet (Rupf et al. 2012). 
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Abbildung 7: Klassifizierung zur Beurteilung der Biofilmbedeckung. 
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Vitalität  
Zur Quantifizierung der Vitalität der adhärenten Bakterien auf einem Prüfkörper wurde eine 
Klassifizierung mit 5 Kategorien angewandt, basierend auf dem Anteil der roten bzw. grünen 
Fluoreszenzen. Pro Prüfkörper wurden den 6 repräsentativen Aufnahmen je zwei Score-Werte 
durch Einschätzung zweier unabhängiger Begutachter zugeordnet. Große Abweichungen wur-
den nachträglich besprochen und gegebenenfalls neu evaluiert. Waren keine Bakterien auf der 
Aufnahme zusehen und entsprechend keine Fluoreszenzen sichtbar, wurde die Aufnahme mit 
„nicht bestimmbar“ gekennzeichnet (Rupf et al., 2012). 
 
Tabelle 3: Klassifizierung zur Beurteilung der Vitalität des Biofilms  
Score Beschreibung 
1 
hauptsächlich rote Fluoreszenz; 
Verhältnis roter zu grüner Fluoreszenz 90:10 oder höher 
2 
mehr rote Fluoreszenz, 
Verhältnis zwischen roter und grüner Fluoreszenz 75:25 oder höher 
3 Verhältnis zwischen roter und grüner Fluoreszenz 50:50 
4 
mehr grüne Fluoreszenz, 
Verhältnis zwischen roter und grüner Fluoreszenz 25:75 oder weniger 
5 
hauptsächlich grüne Fluoreszenz 
Verhältnis zwischen roter und grüner Fluoreszenz 90:10 oder weniger 
 
Messung der Biofilmvitalität auf ungeputzten Schmelzprüfkörpern  
Zusätzlich wurde die Vitalität des Biofilms mit Hilfe eines Java Bildbearbeitungs- und Analy-
seprogramms Image J für die ungeputzte Schmelzprüfkörper bestimmt (Hibbs, 2004). Nach 
dem Öffnen der Aufnahme im Programm wurde das Tool „Histogramm“ ausgewählt und der 
Mean-Wert für das Histogramm des roten und grünen Kanals notiert. Anschließend wurde der 
Quotient aus den Mean-Werten des grünen und roten Kanals gebildet.  
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Abbildung 8: Image J – 1: importierte Aufnahme (Fluoreszenzmikroskopie, BacLightTM bac-
terial viability kit); 2: Histogramm der Aufnahme; 3: Histogramm der Aufnahme im roten Ka-
nal; 4: Histogramm der Aufnahme im grünen Kanal. Die rot markierten Werte wurden zur Aus-
wertung notiert.  
3.9 Rasterelektronenmikroskopie 
3.9.1 Fixierung des Biofilms 
Die Prüfkörper wurden für 1 Stunde in 2,5%iger Glutaraldehyd-Lösung (Glutaraldehyd Serva 
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) in 0,01M Cacodylat-Puffer (pH 7) bei Raum-
temperatur fixiert. Anschließend wurden die Prüfköper fünfmal in dem genannten Cacodylat-
Puffer für jeweils 10 min gewaschen. Die Prüfkörper können bei 4 °C in dem letzten Phosphat-
puffer bis zur Trocknung gelagert werden. Zur Dehydration des Biofilms wurde eine anstei-
gende Alkoholreihe von 50% - 100% Ethanol entsprechend des in der Tabelle 4 aufgeführten 
Protokolls angewandt. Die Prüfkörper wurden über Nacht in 1,1,1,3,3,3 - Hexymethyldisilazan-
Lösung (HMDS, [(CH3)3SI]2NH, 98,5%, ABCR GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 
getrocknet. Nach Fixation der Prüfkörper auf den Aluminiumtellern (Specimen Stubs, Agar 
Scientific Ltd, Essex, England) mit einer leitfähigen Klebefolie (Leit-Tabs, Plano GmbH, Wetz-
lar, Deutschland) wurden die Oberflächen der Prüfkörper mit einer dünnen Schicht aus Gold-
Palladium-Partikeln beschichtet (Sputter Coater SC 7640, Polaron Equipment Ltd-Quorum 
technologies, Newhaven, England).  
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3.9.2 Durchführung der Rasterelektronenmikroskopie 
Die Rasterelektronenmikroskopie dient dem Beschreiben der Schmelz- und Dentinoberflächen 
und der Morphologie des adhärenten Biofilms. Alle Aufnahmen wurden mit dem Mikroskop 
XL 30 ESEM FEG (FEI, Eindhoven, Niederlande) unter Vakuum bei 5kV durchgeführt. Dabei 
wurde auf konstante Einstellungen bezüglich Neigungswinkel, Scanmodus und Spotgröße ge-
achtet. Zur Bildgebung wurde der reflektierte Strahl der Sekundärelektronen genutzt. Aufgrund 
ihrer niedrigen Energie werden diese Elektronen nur von dem obersten Nanometer der Prüfkör-
peroberfläche reflektiert und bilden so hochauflösend die Topografie des Prüfkörpers ab (Neun-
zehn et al., 2014).  Zunächst wurde pro Prüfkörper eine Übersichtaufnahme bei 13-facher Ver-
größerung aufgenommen. Anschließend wurde eine repräsentative Stelle herausgesucht und 
fünf Aufnahmen mit steigendem Vergrößerungsfaktor bei 500-, 1.000-, 5.000-, 10.000-, 
20.000-facher Vergrößerung angefertigt.  
3.9.3 Energiedispersive Röntgenspektroskopie 
Zur detaillierten Analyse der Oberflächenmaterialien wurde an ausgewählten Prüfkörpern zu-
sätzlich eine kontrastreiche Aufnahme mit dem Rückstreudetektor angefertigt, die anschließend 
einer energiedispersiven Röntgenspektroskopie (EDX Phoenix, EDAX Inc., Mahwah, USA) 
diente. Hierbei wurden Messungen an Schmelz- und Dentinoberflächen und an Zahnpasten-
rückständen durchgeführt. 
3.10 Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Programmpakets SPSS (PASW 
Statistics 18, IBM, USA). ZuVergleich der Median-Scorewerte für die Biofilmbedeckung und 
-vitalität wurden der Kruskal-Wallis Test und der Mann-Whitney U Test verwendet. Die Pasten 
B-CHX-P, Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P wurden zunächst gegen die Negativkontrollen 
Wasser und B-P mit dem Mann-Whitney U Test untersucht. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden 
die Unterschiede als signifikant bewertet. Der Kruskal-Wallis Test diente der Überprüfung, ob 
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signifikante Unterschiede innerhalb der Aluminiumgruppe (Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-
P) und innerhalb der Chlorhexidingruppe (CHX-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P) vorlagen. Bei 
positivem Ergebnis wurden die jeweiligen Pasten mit dem Mann-Whitney U Test verglichen. 
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4 Ergebnisse 
Alle Probanden beendeten die Studie ohne Komplikationen. Die Anwendung der Vitalfluores-
zenzmikroskopie ermöglicht eine Untersuchung der Biofilmbedeckung und -vitalität. Die Ras-
terelektronenmikroskopie dient zusätzlich der morphologischen Beschreibung des Biofilms un-
ter dem Einfluss verschiedener Zahnpastaformulierungen.  
4.1 Fluoreszenzmikroskopie  
4.1.1 Visualisierung des In-situ-Biofilms  
Die Anwendung des BacLightTM bacterial viability kit ermöglicht eine unterscheidbare Kenn-
zeichnung vitaler und toter Bakterien. Vitale Bakterien zeigten eine grüne Fluoreszenz, tote 
Bakterien eine rote Fluoreszenz (Abb.9). Die Bakterien des in situ Biofilms auf den Prüfkörpern 
entsprachen morphologisch zumeist Kokken. Auf geputzten Prüfkörpern und Prüfkörpern, die 
mit Al1-P, B-CHX-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P umspült wurden und eine geringe Biofilm-
bedeckung aufwiesen, waren auch einzelne stäbchenförmige Bakterien zu erkennen (Abb. 10). 
Neben adhärenten Bakterien auf der Prüfkörperoberfläche erschienen durch Anwendung des 
BacLightTM bacterial viability kit Schmelzprismen und Dentintubuli grün-fluoreszierend (Abb. 
11). Die Eigenfluoreszenz der Prüfkörperoberflächen wurde bei der Auswertung vernachläs-
sigt. Auf manchen Prüfkörperoberflächen waren Epithelzellen mit einer deutlichen roten Fluo-
reszenz des Zellkerns sichtbar (Abb. 12). Sie lagerten sich durch ein Reiben der Prüfkörper an 
der Schleimhaut der Wangeninnenseiten ab und die Häufigkeit zeigte sich probandenabhängig. 
Die Epithelzellen wurden bei der Bestimmung der Biofilmbedeckung und – vitalität nicht be-
rücksichtigt.  
Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (BacLightTM bacterial viability kit): 
Darstellung eines 24 h In-situ-Biofilms auf Schmelzprüfkörpern. Vitale (grün) und tote (rot) 
Bakterien sind deutlich zu unterscheiden.  
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Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines 24 h In-situ-Biofilms 
(BacLightTM bacterial viability kit): a) + b) B-P: Bakterienkolonie besteht hauptsächlich aus 
Kokken. c) Al1-CHX-P; d) B-CHX-P; c) + d) einzelne stäbchenförmige Bakterien sichtbar. 
grün: vitale Bakterien; rot: tote Bakterien.  
 
Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines 24 h In-situ-Biofilms 
(BacLightTM bacterial viability kit): a) Schmelz-PK poliert 2500 grit. b) Dentin-PK poliert 2500 
grit. Die Schmelzprismen und Dentintubuli erscheinen grünfluoreszierend. grün: vitale 
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Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (BacLightTM bacterial viability kit): 
Epithelzellen auf der 24 h in situ befindlichen Prüfkörperoberfläche. Der rot fluoreszierende 
Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. Epithelzellen wurden in der Auswertung der Fluores-
zenzen nicht berücksichtigt. grün: vitale Bakterien; rot: tote Bakterien.  
4.1.2 Schmelzprüfkörper 
Bedeckung 
Jedem Prüfkörper wurden nach Färbung mit dem BacLightTM bacterial viability kit sechs Score-
werte zur Beschreibung der Biofilmbedeckung zugeordnet. Diese sind in Abbildungen 13 und 
14 als Boxplot-Diagramme für geputzte und ungeputzte Schmelzprüfkörper veranschaulicht 
dargestellt. Mediane, Minima und Maxima, sowie die erste und dritte Quantile sind zu sehen. 
Repräsentative Aufnahmen sowohl für geputzte als auch ungeputzte polierte Schmelzprüfkör-
per sind ergänzend in Abbildung 17 und 18 hinzugefügt.  
Auf geputzten Schmelzprüfkörpern waren kleine Kolonien sowie einzelne Bakterien erkennbar. 
Die Biofilmneubildung war auf Prüfkörpern, die mit Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P ge-
putzt wurden, vermindert. Auf mit Al3-CHX-P geputzte Prüfkörpern befanden sich nur verteilte 
einzelne Bakterien oder kleine einschichtige Bakterienreihungen (Abb. 17f). Die geputzten 
Prüfkörper wiesen eine geringere Biofilmbedeckung gegenüber den ungeputzten Prüfkörpern 
auf.  
Ungeputzte Schmelzprüfkörper, die mit Wasser oder B-P umspült wurden, zeigten nach 24h 
mehrschichtige Biofilme, die nahezu die gesamte Prüfkörperoberfläche bedeckten (Abb. 18). 
Die Biofilmneubildung war auf ungeputzten Prüfkörper, die mit Al1-P und Al3-CHX-P in Be-
rührung kamen, vermindert. Umspülte PK mit B-CHX-P, Al1-P und Al1-CHX-P wiesen den-
noch größere Bakterienkolonien >1000 Bakterien auf. Die Anwendung von Al3-CHX-P führte 
zu einer signifikanten Hemmung der Biofilmneubildung (p < 0,001). Neben einzelnen, separa-
ten Bakterien kam es aber auch hier vereinzelt zur Ausbildung strukturierter Kolonien.  
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Biofilmbedeckung 24 h in situ getragener Schmelz-
PK (nach Abb. 7). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit der ent-
sprechenden Zahnpaste geputzt. Auf den mit W, B-P und B-CHX-P geputzten PK waren klei-
nere Bakterienkolonien erkennbar. PK, die mit Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P geputzt 
wurden, zeigten eine verminderte Biofilmbildung (Mann Whitney U-Test, p < 0,05). PK, die 
mit Al3-CHX-P geputzt wurden, zeigten nur noch vereinzelte Bakterien.  
 
Abbildung 14: Graphische Darstellung der Biofilmbedeckung 24 h in situ getragener-
Schmelz-PK (nach Abb. 7). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit 
der entsprechenden Zahnpaste umspült. PK, die mit W und B-P umspült wurden, waren von 
großen mehrschichtigen Bakterienkolonien bedeckt. Die Biofilme waren auf PK, die mit Al1-
P und Al3-CHX-P umspült wurden, vermindert (Mann-Whitney U Test p < 0,001). Ein signi-
fikanter Unterschied zeigte sich zwischen den Al-haltigen Pasten und den CHX-haltigen Pas-
ten (Kruskal-Wallis Test: Al-Gruppe p = 0,005; CHX-Gruppe p = 0,002). Die Anwendung der 
Al1-CHX-P zeigte keine signifikante Hemmung der Biofilmneubildung.  
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Vitalität  
Die Vitalität der Biofilme auf den Schmelzprüfkörpern zeigte große interindividuelle Unter-
schiede. Prüfkörper, die mit Wasser geputzt wurden, zeigten zumeist Kolonien, die sich größ-
tenteils aus vitalen Bakterien zusammensetzten (Abb. 17a). Das Putzen mit B-CHX-P und Al3-
CHX-P führte zu einer signifikanten Abnahme des grünfluoreszierenden Anteils und somit der 
vitalen Bakterien (Abb. 15). Auf Prüfkörpern, die mit Al3-CHX-P geputzt wurden, befanden 
sich häufig nur vereinzelte tote Bakterien (Abb. 17f).  
Das Umspülen mit B-P führte zu einer signifikanten Zunahme der Biofilmvitalität gegenüber 
der Kontrolle Wasser. Ein Kontakt mit den Pasten B-CHX-P, Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-
CHX-P hemmt die Biofilmvitalität gegenüber der Basispaste (Mann-Whitney U Test p < 0,05). 
Der Kruskal-Wallis Test ermittelt Unterschiede innerhalb der Zahnpasten. Hier konnten weder 
für Pasten mit CHX noch für Pasten mit Aluminium-Bestandteilen Signifikanzen festgestellt 







































Abbildung 15: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Biofilmvitalität 24 h in situ getra-
gener Schmelz-PK (nach Tabelle 3). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 
30 s mit der entsprechenden Zahnpaste geputzt. Der Anteil der rot-fluoreszierenden Bakterien 
stieg signifikant unter der Anwendung von B-CHX-P und Al3-CHX-P. Putzen mit Al1-CHX-
P hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Biofilmvitalität im Vergleich zu den Kontrollen 
Wasser und B-P. Der Kruskal-Wallis Test ermittelt Unterschiede innerhalb der Zahnpasten (p 
< 0,006). Prüfkörper, die mit Al3-CHX-P geputzt wurden, wiesen zumeist nur vereinzelte tote 
Bakterien auf (Mann-Whitney U Test p < 0,001).  
Abbildung 16: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Biofilmvitalität 24 h in situ getra-
gener Schmelz-PK (nach Tabelle 3). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 
30 s mit der entsprechenden Zahnpaste umspült, aber nicht aktiv mechanisch gereinigt. Kon-
takt mit B-P hat einen negativen Einfluss auf die Biofilmvitalität und erhöht den Anteil grün-
fluoreszierender, vitaler Bakterien gegenüber der Kontrolle W. Alle anderen Pasten führen zu 
einer Zunahme des avitalen Anteils im bakteriellen Biofilm (Mann-Whitney U Test p < 0,01).  
Es konnten keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Zahnpasten festgestellt werden 
(Kruskal-Wallis Test > 0,05).  
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repräsentative FM-Aufnahmen  
Abbildung 17: Repräsentative FM-Aufnahmen von polierten 24 h in situ getragener Schmelz-
PK. Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit a) W b) B-P c) B-CHX-
P d) Al1-P e) Al1-CHX-P f) Al3-CHX-P geputzt. a) + b) kleinere Kolonien mit überwiegend 
grün fluoreszierenden Bakterien. c) avitale Bakterien befinden sich am Rand der kleinen Bak-
terienkolonie.  d) + e) Bakterienagglomerate mit < 100 Bakterien mit ausgeglichenem rot-grün-
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Abbildung 18: Repräsentative FM Aufnahmen von polierten 24 h in situ getragener Schmelz-
PK. Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit a) W b) B-P c) B-CHX-
P d) Al1-P e) Al1-CHX-P f) Al3-CHX-P umspült, aber nicht mechanisch gereinigt. a) + b) +e) 
Bakterienkolonien >1000 Bakterien, mit überwiegendem Anteil grünfluoreszierender Bakte-
rien. c) große Bakterienkolonie mit größerem Anteil avitaler Bakterien. d)kleinere Kolonie < 






- 43 - 
Messung der Biofilmvitalität für ungeputzte Schmelzprüfkörper 
Für ungeputzte Schmelzprüfkörpern wurde zusätzlich eine Messung der Biofilmvitalität mit 
Hilfe des Programms Image J durchgeführt. Abbildung 19 zeigt die graphische Darstellung der 
Pixelwerte im Median für die roten und grünen Fluoreszenzen. PK, die mit der Kontrolle W, 
B-CHX-P oder Al1-CHX-P umspült wurden, weisen ein nahezu ausgeglichenes Verhältnis ro-
ter und grüner Fluoreszenz auf. Überwiegend vitale (grüne) Mikroorganismen finden sich in 
Kolonien auf PK, die mit B-P in Kontakt kamen. Die Anwendung von Al1-P und Al3-CHX-P 
führt zu einer Zunahme des Anteils roter Fluoreszenzen, d.h. die Biofilme bestehen aus einer 
Mehrzahl toter Bakterien. Die Länge der Balken korreliert indirekt mit der Biofilmbedeckung 
der Prüfkörper.  
Abbildung 19: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Biofilmvitalität 24 h in situ getra-
gener polierter Schmelz-PK (nach Auswertung mit Image J). Die Prüfkörper wurden nach 30 
min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit der entsprechenden Zahnpaste umspült, aber nicht aktiv me-
chanisch gereinigt. PK, die mit W, B-CHX-P, Al1-CHX-P in Kontakt kamen, zeigen ein aus-
geglichenes Verhältnis roter und grüner Fluoreszenzen. Bei PK, die mit B-P umspült wurden, 
überwiegt der Anteil grüner Fluoreszenzen. Für Al1-P und Al3-CHX-P zeigt sich eine Tendenz 
zu einem erhöhten Anteil roter Fluoreszenz. Biofilme auf diesen PK bestehen somit aus einem 
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4.1.3 Dentinprüfkörper 
Bedeckung  
Jedem Prüfkörper wurden nach Färbung mit dem BacLightTM bacterial viability kit sechs Score-
werte zur Beschreibung der Biofilmbedeckung zugeordnet. Diese sind in Abbildungen 20 und 
21 als Boxplot-Diagramme für geputzte und ungeputzte Dentinprüfkörper veranschaulicht dar-
gestellt. Mediane, Minima und Maxima, sowie die erste und dritte Quantile sind zu sehen. Re-
präsentative Aufnahmen sowohl für geputzte als auch ungeputzte polierte Dentinprüfkörper 
sind ergänzend in Abbildung 24 und 25 hinzugefügt.  
Auf geputzten Dentinprüfkörpern sind kleine Kolonien sowie einzelne Bakterien erkennbar. 
Die Biofilmneubildung war auf Prüfkörpern, die mit Al1-P und Al3-CHX-P geputzt wurden, 
vermindert (Mann-Whitney U Test p < 0,01). Auf mit Al3-CHX-P geputzte Prüfkörper befan-
den sich nur einzelne Bakterien oder kleine einschichtige Bakterienreihungen (Abb. 24f). Eine 
statistische Analyse zum Vergleich der Pasten (Kruskal-Wallis Test p < 0,01) verdeutlicht die 
Wirkung von Al3-CHX-P, die sowohl im Vergleich mit Al1-P als auch mit Al1-CHX-P zu einer 
signifikanten Hemmung der Biofilmneubildung führt (Abb. 20). 
Die Biofilmbildung auf ungeputzten Dentinprüfkörper ist im Vergleich zu mechanisch gerei-
nigten PK erhöht. PK, die mit W umspült wurden, zeigen große Bakterienkolonien bis hin zu 
mehrschichtig organisierten Biofilmen (Abb. 25a). Eine signifikante Hemmung der Biofilmbil-
dung im Vergleich zur B-P erfolgte nur durch die Pasten Al1-P und Al3-CHX-P (Mann-Whit-
ney U Test p < 0,05). Ein statistischer Vergleich innerhalb der Pasten bestätigt die antibakteri-
elle Wirkung von Al3-CHX-P (Kruskal-Wallis Test p < 0,01). Auf den mit Al3-CHX-P geputz-
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Biofilmbedeckung 24 h in situ getragener Dentin-
PK (nach Abb. 7). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit der ent-
sprechenden Zahnpaste geputzt. Auf den mit W, B-P geputzten PK waren Bakterienkolonien 
zu sehen. Die Biofilmbildung wurde durch Putzen mit den Paste B-CHX-P und Al1-CHX-P 
nicht signifikant gehemmt. PK, die mit AL1-P geputzt wurden, zeigten kleinere Bakterienko-
lonien. PK, die mit Al3-CHX-P geputzt wurden, zeigten zumeist nur noch einzelne Bakterien 
und eine statistisch signifikante Hemmung im Vergleich zu Al1-P und Al1-CHX-P (Kruskal-
Wallis Test p < 0,01).  
Abbildung 21: Graphische Darstellung der Ergebnisse für die Biofilmbedeckung 24 h in situ 
getragener Dentin-PK (nach Abb. 7). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 
30 s mit der entsprechenden Zahnpaste umspült. Eine statistisch signifikante Hemmung der 
Biofilmneubildung erfolgte mit den Pasten Al1-P und Al3-CHX-P (Mann-Whitney U Test p < 
0,01) im Vergleich zu den Kontrollen Wasser und B-P. PK, die mit Al3-CHX-P in Kontakt 
traten, zeigen nur einzelne Bakterien bis hin zu kleinen Bakterienagglomeraten. Al3-CHX-P 
zeigt ebenso einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu B-CHX-P und Al1-CHX-P 
(Kruskal Wallis Test p = 0,003).  
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Vitalität  
Die Vitalität der Biofilme auf den Dentinprüfkörpern zeigte große interindividuelle Unter-
schiede. Während PK, die mit Wasser und B-P geputzt wurden überwiegend lebende Mikroor-
ganismen aufweisen, wird die Vitalität durch Putzen mit den Zahnpasten B-CHX-P, Al1-P, 
Al1-CHX-P und Al3-CHX-P signifikant reduziert und der Anteil rotfluoreszierender Bakterien 
steigt (Abb. 22). Es zeigt sich ein deutlicher Einfluss der Paste Al3-CHX-P, die im statischen 
Vergleich mit Pasten der Al-Gruppe (Kruskal-Wallis p < 0,000001) und mit Pasten der CHX-
Gruppe (Kruskal-Wallis p < 0,000001) einen signifikanten Unterschied aufweist.  
Ein Kontakt mit den Pasten B-CHX-P, Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P hemmt die Bio-
filmvitalität gegenüber der Basispaste (Mann-Whitney U Test p < 0,05) Der Kruskal-Wallis 
Test ermittelt Unterschiede innerhalb der Zahnpasten. Hier konnten weder für Pasten mit CHX 
noch für Pasten mit Aluminium-Bestandteilen Signifikanzen festgestellt werden (Abb. 23). 
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Biofilmvitalität 24 h in situ getra-
gener Dentin-PK (nach Tabelle 3). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 
s mit der entsprechenden Zahnpaste geputzt. Biofilme auf Prüfkörpern, die mit W und B-P 
geputzt wurden, zeigen überwiegend grünfluoreszierende Mikroorganismen. Durch Putzen mit 
den Pasten B-CHX-P, Al1-P, Al1-CHX-P und Al3-CHX-P wird die Vitalität der Biofilme sig-
nifikant gehemmt. PK, die mit Al3-CHX-P geputzt wurden, weisen meist nur noch avitale Bak-
terien auf. Es zeigt sich ein deutlicher Einfluss der Paste Al3-CHX-P auf die Biofilmvitalität 
auch im Vergleich mit den Pasten der Al- und CHX-Gruppe (Mann-Whitney U Test p < 
0,00001). 
Abbildung 23: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Biofilmvitalität 24 h in situ getra-
gener Dentin-PK (nach Tabelle 3). Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 
30 s mit der entsprechenden Zahnpaste umspült, aber nicht aktiv mechanisch gereinigt. Alle 
Pasten zeigen einen signifikanten Einfluss auf die Biofilmvitalität und führen zu einer Erhö-
hung des Anteils roter Fluoreszenzen (Mann-Whitney U Test p < 0,001). Pasten der CHX- 
und Al-Gruppe weisen signifikante Unterschiede auf (Kruskal-Wallis Test p = 0,022 und p = 
0,008). PK, die mit Al3-CHX-P geputzt wurden, zeigen zumeist Biofilme mit mindestens 
50% rotfluoreszierender Bakterien.  
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repräsentative FM-Aufnahmen  
Abbildung 24: Repräsentative FM-Aufnahmen von polierten 24 h in situ getragener Dentin-
PK. Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit a) W b) B-P c) B-CHX-
P d) Al1-P e) Al1-CHX-P f) Al3-CHX-P geputzt. a) + b) Bakterienkolonie mit vorwiegend 
grünen Fluoreszenzen. c) einzelne Bakterien. d) + e) kleine einschichtige Bakterienagglome-
rate mit vitalen und avitalen Bakterien f) einzelne rot fluoreszierende Bakterien. grün: vitale 
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Abbildung 25: Repräsentative FM-Aufnahmen von polierten 24 h in situ getragener Dentin-
PK. Die Prüfkörper wurden nach 30 min, 12 h und 23,5 h für 30 s mit a) W b) B-P c) B-CHX-
P d) Al-P e) Al-CHX-P umspült, aber nicht mechanisch gereinigt. a) mehrschichtiger Biofilm, 
der nahezu die gesamte Prüfkörperoberfläche bedeckt. b) + c) größere Bakterienkolonien 
>1000 Bakterien d) + e) kleine Bakterienkolonie e) kleine einschichtige Agglomerate der 
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4.2 Rasterelektronenmikroskopie  
4.2.1 Visualisierung des In-situ-Biofilms  
Aufnahmen mit dem Rasterelektronenmikroskop dienten unterstützend zur Fluoreszenzmikro-
skopie der Visualisierung der 24 h in situ Biofilme auf den Dentin- und Schmelzprüfkörpern. 
Zwischen den Probanden waren bezüglich der Biofilmmenge und -struktur interindividuelle 
Unterschiede zu verzeichnen. Dennoch waren die im folgenden erläuterten Sachverhalte zur 
Wirkung der Zahnpastaformulierungen auf die initiale Biofilmbildung festzustellen und werden 
anhand repräsentativer Bilder verdeutlicht (Abb. 26-31).  
Eine morphologische Untersuchung adhärenter Bakterien zeigte, dass unabhängig von allen 
Pasten zumeist Kokken und nur vereinzelt stäbchenförmige Bakterien zu finden waren (vgl. 
Abb. 26-31). Geputzte Prüfkörper wiesen zumeist eine geringe Biofilmbedeckung auf. Die An-
zahl der Bakterien eines Biofilms war zudem vermindert. Im Vergleich zu umspülten Prüfkör-
pern waren vermehrt Zahnpastarückstände auf den Prüfkörperoberflächen zu finden (Abb. 26-
31 a + c). Mit Hilfe repräsentativer Bilder der Rasterelektronenmikroskopie konnte kein Ein-
fluss des Prüfkörpermaterials, Schmelz oder Dentin, auf die initiale Biofilmbedeckung festge-
stellt werden. Schmelz- und Dentinprüfkörper unterschieden sich nicht auffällig in der Menge 
und Struktur der adhärenten Bakterien und des Biofilms.  
Ungeputzte Prüfkörper, die nur von Wasser umspült wurden, zeigten mehrschichtige Biofilme. 
Hier war eine strukturierte Matrix erkennbar, in die einzelne Bakterien eingebettet sind (Abb. 
26 b + d). Auf mit Wasser geputzten Prüfkörpern waren einzelne adhärente Bakterien und eine 
Pellikel überzogene Prüfkörperoberfläche sichtbar (Abb. 26 a + c). Prüfkörper, die mit Ba-
sispaste umspült wurden, zeigten große mehrschichtige Kolonien bis hin zu vollständig mit 
Biofilm bedeckte Oberflächen (Abb. 27).  
Das Putzen mit Al1-P führte zu nahezu bakterienfreien Prüfkörpern. Zahnpastarückstände la-
gerten sich in den Dentintubuli und auf den Schmelzprismen ab (Abb. 28 a + c). Umspülte 
Prüfkörper wiesen zumeist einzelne adhärente Bakterien auf. Diese waren von Biofilmmatrix 
und Pastenrückständen umgeben (Abb. 28 b + d). Charakteristisch für die Paste Al1-CHX-P 
waren große organische Putzkörper, die sich auf den Prüfkörperoberflächen oder an adhärentem 
Biofilm ablagerten (Abb. 29). Darüber hinaus boten diese Putzkörper eine Anhaftungsstelle für 
Matrix- und Pellikelbestandteile (Abb. 29d). Prüfkörper, die mit Al3-CHX-P umspült oder ge-
putzt wurden, wiesen eine nahezu bakterienfreie Oberfläche auf. Auf der Prüfkörperoberfläche 
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Abbildung 26: Repräsentative REM-Aufnahmen: 24h In-situ-Biofilm. Paste: Wasser. a) ge-
putzter Schmelz-PK mit mehrschichtigem Biofilm bedeckt. b) ungeputzter Schmelz-PK, auf 
dem adhärente Bakterien in strukturierter Matrix erkennbar sind. c) geputzter Dentin-PK, auf 
dem sowohl Kokken auch als stäbchenförmige Bakterien zu finden sind. d) ungeputzter Dentin-
PK mit zahlreichen Kokken und sichtbarer Biofilmmatrix. Originalvergrößerung 10.000-fach.  
Abbildung 27: Repräsentative REM-Aufnahmen: 24h In-situ-Biofilm. Paste: B-P. a) geputzter 
Schmelz-PK mit strukturiertem Biofilm und aufgelagerten Pastenrückständen. b) ungeputzter 
Schmelz-PK mit adhärenten Bakterien. c) geputzter Dentin-PK, mit sichtbaren verschlossenen 
Tubuli und Biofilmmatrix. d) ungeputzter Dentin-PK mit mehrschichtigem aus Kokken beste-
hendem Biofilm. Originalvergrößerung 10.000-fach. 
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Abbildung 28: Repräsentative REM-Aufnahmen: 24h In-situ-Biofilm. Paste: B-CHX-P. a) ge-
putzter Schmelz-PK mit Pellikel bedeckter Oberfläche. b) ungeputzter Schmelz-PK mit Zahn-
pastarückständen. c) geputzter Dentin-PK mit sichtbarem Dentintubuli. d) ungeputzter Dentin-
















Abbildung 29: Repräsentative REM-Bilder: 24h In-situ-Biofilm. Paste: Al1-P. a) geputzter 
Schmelz-PK mit Pellikel bedeckter Oberfläche und sich teilendem adhärentem Bakterium. b) 
ungeputzter Schmelz-PK mit bakterienfreier Oberfläche. c) geputzter Dentin-PK. Biofilmmat-
rix und Pastenrückstände lagern sich in den Dentintubuli an. d) ungeputzter Dentin-PK, der 
einen adhärenten Biofilm aufweist. Originalvergrößerung 10.000-fach. 
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Abbildung 30: Repräsentative REM-Bilder: 24h In-situ-Biofilm. Paste: Al1-CHX-P. a) ge-
putzter Schmelz-PK mit zahlreichen Kokken und Pastenrückstand. b) ungeputzter Schmelz-PK 
mit großen Putzkörpern. c) geputzter Dentin-PK mit großen kugelförmigen Putzkörpern auf der 
Oberfläche. d) ungeputzter Dentin-PK. Auf den organischen Putzkörpern lagern sich weitere 
Pastenrückstände und Biofilmmatrix an. Originalvergrößerung 10.000-fach. 
Abbildung 31: Repräsentative REM-Bilder: 24h In-situ-Biofilm. Paste:  Al3-CHX-P. a) ge-
putzter Schmelz-PK. Zahnpastarückstände enthalten viele Putzkörper. b) ungeputzter Schmelz-
PK mit einzelnen adhärenten Bakterien, die in Biofilmmatrix eingebettet sind. c) geputzter Den-
tin-PK mit bakterienfreier Oberfläche. d) ungeputzter Dentin-PK, auf dem sich nur Putzkörper 
der Zahnpasta befinden. Originalvergrößerung 10.000-fach. 
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4.2.2 Energiedispersive Röntgenspektroskopie 
Mit Hilfe der Energiedispersiven Röntgenspektroskopie können unterstützend zur morphologi-
schen Untersuchung repräsentative Elementanalysen durchgeführt werden. Dies dient der Iden-
tifizierung von Zahnpastarückständen und Biofilmbestandteilen sowie zur Untersuchung ver-
änderter Prüfkörperoberflächen. Im Folgenden sind beispielhaft EDX-Messungen hinzugefügt, 
die Putzkörper (Abb. 32), Titanoxid-Pigmente (Abb. 33) und Aluminium-Verbindungen nach-
weisen (Abb. 34).  
Putzkörper – Siliziumdioxid  
Abbildung 32: EDX- Aufnahmen von Schmelz- und Dentin-PK. a) Al1-P. b) Al1-CHX-P. c) 
Al3-CHX-P. In allen drei Pasten konnten Siliziumdioxid-Putzkörper nachgewiesen werden. 
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weiße Pigmente – Titandioxid 
Abbildung 33: EDX- Aufnahmen von Schmelz- und Dentin-PK. a) Al1-P. b) Al1-CHX-P. c) 
Al3-CHX-P. In allen drei Pasten konnten Titandioxid-Putzkörper nachgewiesen werden. Diese 
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Aluminiumverbindungen  
 
Abbildung 34: EDX- Aufnahmen eines Schmelz-PK, der mit Al3-CHX-P umspült wurde. Die 
Nachweisgrenze liegt für die meisten Elemente mit einer Ordnungszahl > 10 bei 0,1 Gewichts-
prozent. Aluminiumbestandteile wurden nur auf Prüfkörper, die mit Al3-CHX-P geputzt oder 
umspült wurden, nachgewiesen (hier 0,83 Gew.-%). In allen drei Pasten konnten Titandioxid-
Putzkörper nachgewiesen werden. Aluminium war nicht nur in Pastenrückständen, sondern 
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5  Diskussion 
5.1 Diskussion von Material und Methode  
5.1.1 Fragestellung  
Viele Studien beschreiben mit Hilfe klinischer Parameter wie dem Plaqueindex (PI), dem 
Gingivaindex (GI) oder dem Erfassen von Zahnverfärbungen und Zahnsteinbildung die Wir-
kung von antimikrobiellen Wirkstoffen wie Chlorhexidin. Nach einer Publikation von Barkvoll 
et al. 1989, in der eine In-vivo-Studie zeigt, dass die Wirkung von CHX durch Interaktionen 
mit anionischen Bestandteilen in Zahnpastaformulierungen wie Natriumlaurylsulfat signifikant 
gehemmt wird, sank das Interesse an der Integration von CHX in Zahnpasten. Heutzutage wird 
das Postulat und Studiendesign der Forschungsgruppe um Barkvoll et al. (1989) kritisch be-
trachtet und eine geringe Evidenz zugeschrieben, untersuchte man doch nur die Inkompatibilität 
von CHX-haltigen Mundspüllösungen nach der Anwendung von SLS-haltigen Zahnpasten, 
nicht aber beider Komponenten in einer einzigen Zahnpastaformulierung (Rathe et al., 2007; 
Slot et al., 2014; Elkerbout et al., 2016).  
Klinische Studien belegen die Wirksamkeit von Chlorhexidin in Zahnpasten  (Jenkins et al., 
1993; Sanz et al., 1994; Slot et al., 2007) Yates et al. (1993) zeigte beispielsweise, dass eine 
CHX-haltige Zahnpaste effektiv zur Reduktion des Biofilms und der Gingivitis führte. In einer 
nachfolgenden Studie wurde nachgewiesen, dass CHX, als Bestandteil einer Zahnpaste, in der 
Lage ist, die Zahl der Anaerobier der subgingivalen Plaque zu hemmen (Maynard et al., 1993). 
Als Nebeneffekt der Langzeitanwendung von Chlorhexidin treten Verfärbungen an Zahnober-
flächen und der Zunge auf, die zwar reversibel sind, aber zu einer verminderten Compliance 
der Patienten führen können. Obwohl die Zahnfärbung eine unerwünschte Wirkung des CHX 
ist, besteht eine vermutete Korrelation zwischen dem Verfärbungsgrad und der Effektivität 
(Addy et al. 1989; Addy et al., 2005; Slot et al., 2014). Forschungsgegenstand ist daher seit 
Jahrzehnten die orale Anwendung von Chlorhexidin als wirkungsvollste antibakterielle Sub-
stanz, für den alltäglichen Gebrauch zu ermöglichen. Rathe et al. publizierten 2007 eine Studie, 
die über einen Zeitraum von sechs Monaten einer mit Chlorhexidin und Alumnium-Lactat ver-
setzten Zahnpaste (Lacalut aktiv, hier Al3-CHX-P) einen Plaque und Gingivitis reduzierenden 
Effekt nachwies. Hier zeigten sich bei keinem Probanden Verfärbungen. Ursächlich vermuten 
die Autoren entweder eine eingeschränkte Wirkung des Chlorhexidins durch anionische Ten-
side wie SLS oder eine zu geringe Konzentration von 0,05%. Dennoch bleibt ein signifikanter 
antibakterieller Effekt im Vergleich zu Testpaste bestehen. Es bleibt folglich die Frage 
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bestehen, ob Aluminium-Ionen einen summativen Effekt zur antibakteriellen Wirkung von 
Chlorhexidin in Zahnpastaformulierungen ausüben können.  
Zurzeit gibt es noch keine systematische Untersuchung zur Wirkungsweise von Chlorhexidin 
und Aluminium-Ionen in Zahnpastaformulierungen auf die initiale Biofilmbildung. Hierfür 
wurde ein Studienmodell entwickelt, das fünf verschiedene Zahnpastaformulierungen enthielt, 
die dank einer systematischen Konzeption ihrer Inhaltsstoffe einen statischen Vergleich der 
Wirkung von Aluminium und Chlorhexidin einzeln sowie in Kombination erlauben.  
5.1.2 Kommerzielle und experimentelle Zahnpasten  
Durch die Gestaltung eines In-situ-Modells ist ein Einfluss der Speichelproteine auf die initiale 
Biofilmbildung erfasst und in der Negativkontrolle Wasser repräsentiert. Neben Wasser diente 
eine Basispaste (B-P) ohne antimikrobielle Wirkstoffe als zweite Negativkontrolle. So können 
Einflüsse von universellen Zahnpastenbestandteilen wie Bindemitteln (Hydroxyethylzellu-
lose), Lösungsmitteln (PEG-32), Tensiden (hier SLS) oder Putzkörpern (SiO2; TiO2) registriert 
werden.  
Eine systematische Studie zur Untersuchung des Einflusses von Aluminium-Ionen und 
Chlorhexidin auf die initiale Biofilmbildung liegt zurzeit noch nicht vor. Um eine Aussage be-
züglich der Biofilmhemmung zu treffen, ist es sinnvoll die Wirkstoffe einzeln als auch in Kom-
bination zu untersuchen. Dabei erfordert es zunächst zwei Pasten, die neben den Bestandteilen 
der Basispaste nur Aluminium-Ionen (Al-P) oder Chlorhexidin 0,05% (B-CHX-P) enthalten. 
Repräsentativ für die Aluminiumpaste (Al-P) wurde eine kommerzielle Zahnpasta, Lacalut 
white (Dr. Theis Naturwaren, Homburg/Saar, Deutschland), verwendet. Diese basierte auf den 
Bestandteilen der Basispaste mit einem Zusatz von 0,8% Al-Lactat und 1360 ppm NaF. In Vor-
untersuchungen wurde ein möglicher Einfluss von NaF auf die initiale Biofilmbildung unter-
sucht und negiert. Die Chlorhexidinpaste (B-CHX-P) diente als experimentelle Paste im Ver-
gleich mit der Basispaste dem Nachweis der Wirkung von 0,05% Chlorhexidin.  
Zur Überprüfung eines suggerierten additiven Effektes der Aluminium-Ionen und des 
Chlorhexidins auf die initiale Biofilmbildung und -vitalität wurden zwei kommerzielle Zahn-
pasten ausgewählt: Lacalut extra sensitiv (Al1-CHX-P) und Lacalut aktiv (Al3-CHX-P). Al1-
CHX-P enthält 0,05% Chlorhexidin und 0,8% Alumnium-Lactat. Besonderheit der Al1-CHX-
P ist die Verwendung eines anderen Tensides, Cocamidopropyl (CADP). Zurzeit gibt es keine 
Studien, die einen Einfluss des Cocamidopropyls und Chlorhexidin näher untersuchen. Che-
misch ähnelt Cocamidopropyl der Struktur von SLS, das viel häufiger Anwendung in der 
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Zahnmedizin findet. Darüber hinaus enthält Al1-CHX-P, neben NaF, Olaflur. Olaflur gehört 
zur Stoffgruppe der Aminfluoride und wird zur Kariesprophylaxe eingesetzt. Al3-CHX-P ent-
hält drei Aluminium-Moleküle: Alumnium-Lactat, Aluminiumfluorid und Aluminiumhydroxid 
und 0,05% Chlorhexidin.  
5.1.3 Verwendung und Herstellung boviner Prüfkörper 
Zur Untersuchung des Biofilms im Rahmen von In-situ-Studien gibt es verschiedene Möglich-
keiten der Prüfkörper für die intraorale Exposition. Sowohl die Verwendung humaner als auch 
boviner Zähne ist im Forschungsgebiet der Biofilmstudien etabliert (Jung et al., 2010; Wege-
haupt et al., 2010; Wang et al., 2012). Studien haben gezeigt, dass bovines und humanes Zahn-
material eine nahezu gleiche chemische Zusammensetzung aufweisen (Esser et al., 1998). Folg-
lich können Untersuchungen auf bovinen Prüfkörpern der Praktikabilität wegen durchgeführt 
werden und es sind keine Unterschiede in der Biofilmbildung auf humanem Zahnmaterial zu 
erwarten (Hannig et al., 2007). Die Verwendung von bovinen Unterkieferzähnen ermöglicht 
die einfache Herstellung standardisierter Prüfkörper mit einer homogenen Oberfläche. Die 
Größe der Zähne erleichtert den Herstellungsprozess enorm. (Nakamichi et al., 1983; Hannig 
et al., 2005; Hannig et al., 2007). Des Weiteren ist es einfacher, eine ausreichende Zahl ver-
gleichbarer Zähne zu erhalten. Die Rinderzähne entstammen alle dem gleichen Schlachthof, 
was darauf schließen lässt, dass die Rinder aus der gleichen Region auch ähnlichen Umwelt-
faktoren ausgesetzt sind (Wegehaupt et al., 2010). Es wurden nur Zähne von zweijährigen Rin-
dern verwendet, die nahezu kariesfrei sind und eine gleiche Mineralisation aufweisen. Eine 
Prüfkörperanzahl von n = 576 wäre mit vergleichbarem humanem Zahnmaterial nur schwer 
realisierbar.  
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die initiale Biofilmbildung durch 
Nischen und Oberflächenunebenheiten begünstigt wird. Hier finden Bakterien Schutz vor 
Scherkräften (Quirynen & Bollen, 1995). Um eine plane, uniforme Prüfkörperoberfläche für 
die Versuchsdurchführung zu erhalten, wurden die Prüfkörper mit einer Nassschleifmaschine 
und Schleifpapier der Körnung 2500 beschliffen. Durch die Politur werden größere Kristalle an 
der Schmelzoberfläche eliminiert und es entsteht eine homogene Zusammensetzung der Mine-
ralien. Dies schafft eine ideale Voraussetzung, um die Biofilmbildung auf den Prüfkörpern zu 
vergleichen.   
Obwohl die anfängliche bakterielle Adhäsion auf gesunden Zähnen vorwiegend auf der anor-
ganischen Schmelzoberfläche stattfindet, ist es zunehmend auch von großer Relevanz, die 
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initiale Biofilmbildung auf den Dentinoberflächen zu studieren (Jung et al., 2010).  Dentin kann 
durch parodontale Erkrankungen oder größere kariogene, erosive oder abrasive Zahnhartsub-
stanzdefekte freiliegen und so eine adhärente Basis für Proteine und Mikroorganismen darstel-
len. Die Struktur und Zusammensetzung des Dentins lässt eine unterschiedliche Ausprägung 
der Biofilmbesiedlung und Wirksamkeit antibakterieller Substanzen erwarten. Jung et al. zeigte 
2010 ähnlich zu früheren Studien in einer In-vivo-Studie, dass die Zahl der Mikroorganismen 
auf Dentinprüfkörpern mit der oralen Expositionszeit signifikant anstieg, wohingegen sich auf 
den Schmelzprüfkörpern eine Konstanz zeigte (Hannig et al., 2007; Al-Ahmad et al., 2009; 
Jung et al., 2010). Darüber hinaus wurde eine generell größere bakterielle Besiedlung auf dem 
Dentin im Vergleich mit Schmelzoberflächen beobachtet (Nyvad & Fejerskov, 1987; Jung et 
al., 2010). Dies basiert vermutlich auf einer Interaktion der Bakterien mit organischen Struk-
turkomponenten der Kollagenmatrix. Die Besiedlung oraler Streptokokken beruht auf der spe-
zifischen Adhäsion an Typ I Kollagen, dem vorherrschenden Kollagentyp im Dentin (Love, 
2002). Darüber hinaus gilt es nicht außer Acht zu lassen, dass die Dentintubuli eine Nische für 
die Bakterienadhäsion bieten können, in denen sie geringeren Scherkräften ausgesetzt sind. 
Ein Problem bei der Analyse der Biofilme auf Schmelz- und Dentinprüfkörpern stellt die Ei-
genfluoreszenz im Zusammenhang mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen dar (vgl. 
Abb. 12). Eine computergestützte Auswertung ist aufgrund dieser Interferenz zur Bestimmung 
des Anteils vitaler und toter Bakterien nur eingeschränkt möglich. Netuschil et al. (1998) ver-
wendete daher für In-situ-Studien Prüfkörper aus Glas. Dies verhindere zwar die beschriebenen 
Interferenzen, wäre aber in Bezug auf die physiologischen Bioadhäsionsprozesse bovinen Prüf-
körper unterlegen.  
5.1.4 In-situ-Biofilmmodell 
Zur Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung von Zahnpastaformulierungen oder Mund-
spüllösungen muss zunächst ein geeignetes Biofilmmodell gewählt werden. Hierzu wurden in 
der Vergangenheit verschiedene Studien anhand von In-vitro- und In-situ-Modellen durchge-
führt (vgl. Kapitel 2.1.2). In-vitro-Studien finden in experimenteller Umgebung statt und kön-
nen so die Eigenschaften desinfizierender Substanzen in der Mundhöhle nur eingeschränkt wie-
dergeben (Cummins & Creeth, 1992). Die Organisation der Mikroorganismen in strukturierten 
Biofilmen hat einen erheblichen Einfluss auf die Resistenzentwicklung gegenüber antimikro-
bieller Substanzen (Anwar et al., 1992; Costerton, 1995). Speichelproteine sind im natürlichen 
Prozess der Pellikel- und initialen Biofilmbildung beteiligt (Hannig, 2002). Einige Speichel-
komponenten (wie Glykoproteine, Statherine, Fibronektin oder Amylase) fördern die Haftung 
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der Bakterienzellen an pellikelbedeckten Oberflächen. Histatine, Cystatine, Peroxidasen oder 
Antikörper des IgA-Typs wiederum spielen aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften oder 
ihrer Fähigkeit, die Bakterienkolonisation zu stören, eine defensive Rolle (Williams & Gibbons, 
1972; Scannapieco, 1994). Chlorhexidin zeichnet sich durch seine hohe Substantivität aus, d.h. 
es verbleiben durchschnittliche 30% des Wirkstoffes an der Zahnoberfläche und den Schleim-
häuten (Bonesvoll, 1977; Greenstein et al., 1986). Allerdings sollte nicht unerwähnt bleiben, 
dass die Bedeutung des oralen Reservoirs antimikrobieller Substanzen mit hoher Substantivität 
von mehreren Autoren in Frage gestellt wird (Giertsen et al., 2000). In einer früheren Studie 
wurde kein signifikanter Unterschied im Plaquewachstum beobachtet, abhängig davon, ob eine 
Spülung mit CHX intraoral stattfand oder die Kontamination der Prüfkörper mit CHX extraoral 
durchgeführt wurde und die Prüfkörper anschließend wieder in die Mundhöhle eingesetzt wur-
den (Jenkins et al., 1988). Dennoch sind In-vitro-Modelle aufgrund der beschriebenen Fakten 
nur unzureichend in der Lage, den Einfluss oraler Chemotherapeutika auf die initiale Biofilm-
bildung zu beschreiben.  
Optimal wäre es, den Biofilm direkt am natürlichen Ort auf der Zahnoberfläche zu entnehmen. 
Das Lösen der dünnen Plaqueschicht erwies sich aber als schwierig (Robinson et al., 1997). 
Zur Studie der Wirkung oraler Chemotherapeutika auf die initiale Biofilmbildung haben sich 
heutzutage In-situ-Biofilmmodelle etabliert (Auschill et al., 2005). In Anlehnung an bereits 
publizierte Studien wurde eine Tragedauer von 24 h ausgewählt, um einen möglichen Vergleich 
der Ergebnisse und eine gute Compliance der Probanden zu gewährleisten. In-situ-Modelle er-
möglichen eine Biofilmbildung unter oralen Bedingungen und gleichzeitig eine erleichterte 
Entnahmemöglichkeit des Biofilms. In der vorliegenden Studie wurden weiche Miniplast-
Schienen zur Montage boviner Prüfkörper verwendet. Durch Aussparung des Frontzahnbe-
reichs bieten diese den Probanden einen hohen Tragekomfort und keine ästhetischen Nachteile. 
Die Schienen konnten zur Nahrungsaufnahme entfernt werden und in einem feuchten Milieu 
gelagert werden. Das weiche A-Silikon ermöglicht die einfache und vorsichtige Entfernung der 
Prüfkörper ohne Zerstörung des Biofilms nach der Tragezeit. Durch eine definierte Anordnung 
der Prüfkörper werden lokale Einflüsse wie Speichelfluss oder Nischenbildung möglichst ge-
ringgehalten. Ein relativer Nachteil des In-situ-Biofilmmodells gegenüber In-vitro-Modellen 
ist die Reproduzierbarkeit. Zusätzlich muss auf eine genaue Ausführung des Putzprotokolls und 
Einhaltung der Tragezeit durch die Probanden vertraut werden. 
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5.1.5 Studienbedingungen  
Zur Minimierung der interindividuellen Unterschiede wurden möglichst detaillierte Studienbe-
dingung aufgestellt: Voraussetzung für die Teilnahme war ein kariesinaktives, parodontal ge-
sundes Gebiss und eine normale Salivation. Probanden mit Vorerkrankungen, Medikamenten 
oder Bestrahlungen, die einen verminderten Speichelfluss oder eine eingeschränkte Abwehr-
lage bedingen, wurden ausgeschlossen, da dies zu einer veränderten Pellikel- und Biofilmbil-
dung führen kann. Die Probanden wurden angehalten, während der Tragedauer nur Wasser zu 
trinken, um durch säurehaltige Getränke erosive Prozesse an den Prüfkörpern zu verhindern. 
Jede Tragerunde wurde im Hinblick auf den zirkadianen Rhythmus der Speichelflussrate immer 
auf 8 Uhr am Morgen festgelegt. Für das dreimal tägliche Putzen nach 30 min, 12 h und 23,5 h 
wurde jedem Probanden eine einheitliche Zahnbürste ausgehändigt, um die mechanische Rei-
nigung der Prüfkörper auf der rechten Seite möglichst ähnlich durchzuführen. Aufgrund der 
hohen Anzahl von sechs verschiedenen Bedingungen und der aufwändigen Analyseverfahren 
war nur eine kleine Anzahl von sechs Probanden im Rahmen dieser Studie realisierbar. Ver-
gleichbare experimentelle Studien aus dem gleichen Forschungsgebiet arbeiten aus den be-
schriebenen Gründen zumeist auch nur mit einer ähnlich kleinen Probandenzahl (Arweiler et 
al., 2004)  
5.1.6 Darstellung und Quantifizierung des Biofilms  
Zur Detektion und Visualisierung einzelner adhärenter Bakterien oder Bakterienagglomerate 
auf den Prüfkörperoberflächen können unterschiedliche Methoden angewandt werden. Nach 
entsprechender Färbung dienen die Lichtmikroskopie oder Konfokale Laser Scanning Mikro-
skopie der Visualisierung vitaler und avitaler Mikroorganismen (Hannig et al., 2007). Zur mor-
phologischen Beschreibung des Biofilms stehen die Rasterelektronenmikroskopie und Trans-
missionselektronenmikroskopie zur Verfügung. Diese ermöglichen detaillierte Aufnahmen bis 
zu einer 200.000-fachen Vergrößerung, weisen allerdings den Nachteil eines aufwendigen Fi-
xierungsprozesses und anschließender Einbettung auf (Hannig 1999a; Nyvad & Fejerskov, 
1987). Eine Kultivierung ist nur für selektive Bakterienspezies möglich, so dass nicht das ge-
samte Spektrum der Mikroorganismen eines dentalen Biofilms erfasst werden kann. Letztlich 
ist die Anwendung einfacher Methoden zur direkten Visualisierung adhärenter Bakterien, ohne 
sie von ihrem natürlichen Medium zu entfernen, wünschenswert (Hannig et al., 2007).  
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Fluoreszenzmikroskopie 
Die Fluoreszenzmikroskopie bietet die Möglichkeit zur Visualisierung adhärenter Bakterien 
auf der Prüfkörperoberfläche. Während fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wie In-
situ-Hybridisierung (FISH) oder 4´,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) die Möglichkeit bie-
ten, selektive Bakterienspezies oder alle Zellen anzufärben, gibt es weitere Methoden, die die 
Differenzierung von lebenden oder toten Organismen ermöglichen (Tawakoli et al., 2013). Zur 
Studie der antimikrobiellen Wirksamkeit einer Substanz ist es von großem Interesse mit Hilfe 
von live/dead staining zu verifizieren, ob die adhärenten Bakterien vital oder tot sind (Hannig 
et al., 2007; Al-Ahmad et al., 2009).  
Einer der ersten Farbstoffe, die für den Nachweis von lebensfähigen Zellen verwendet wurden, 
war Fluoresceindiacetat (FDA). Dieser Farbstoff entwickelt seine Fluoreszenz nach intrazellu-
lärem Metabolismus und emittiert grünes Licht  (Netuschil, 1983). Andere Farbstoffe wie 
SYTO 17 oder Syto 9 grün basieren auf der Interkalation in die DNA (Desoxyribonukleinsäure) 
oder RNA (Ribonukleinsäure). Sie haben die Fähigkeit, intakte Membrane und Zellkerne für 
die lebende Zellfluoreszenzmikroskopie zu durchdringen (Tawakoli et al., 2013). Der erste flu-
oreszenzmikroskopische Nachweis toter Bakterien gelang mit Ethidiumbromid (Etbr). Nach-
dem die großen Etbr-Moleküle über die permeable Membran toter Zellen diffundiert sind, la-
gern sie sich in der DNA an und fluoreszieren orange. Aufgrund der potentiellen Mutagenität 
findet Etbr heute keine Anwendung mehr. Heutzutage finden verschiedene Färbemittel wie 
BacLight, FDA/Sytoxred, Calcein AM/Sytox red und CFDA/Sytox red Anwendung (Tawakoli 
et al., 2013).  
In der vorliegenden Studie wurde zur Färbung das BacLightTM bacterial viability kit angewen-
det. Es besteht aus zwei Farblösungen, Propidiumiodid (PI) und SYTO 9, die beide Nuklein-
säuren anfärben. SYTO 9 ist grün-fluoreszierend und membranpermeabel und färbt so alle Zel-
len an. Im Gegensatz dazu ist PI ein rotfluoreszierendes Molekül, das nicht in der Lage ist, die 
Zellmembran zu überwinden und so nicht in „gesunde“ Zellen eindringen kann. Der Hersteller 
gibt an, das PI eine höhere Affinität zu Nukleinsäuren aufweist, sodass SYTO 9 verdrängt wer-
den kann und die Zelle, wenn beide Farbstoffe inkorporiert sind, rot leuchtet (Netuschil et al., 
2014). Folglich leuchten vitale Zellen mit einer intakten Membran grün und devitale Zellen rot.  
Allerdings sollten auch negative Konsequenzen des Färbeprozesses mit dem BacLightTM bac-
terial viability kit nicht unerwähnt bleiben. Giertsen et al. (2000) beschreibt, dass sich die grüne 
Fluoreszenz lebender Zellen als unstabil erwies und der Anteil der roten Fluoreszenz sich mit 
der Dauer der Belichtungszeit durch das Mikroskop erhöhte. Dies könne zu einer Diskrepanz 
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der erwarteten Biofilmvitalität und dem Ergebnis der SYTO 9 / PI- Färbung führen (Netuschil 
et al., 2014). Tawakoli et al. (2013) postulieren, dass gefärbte Zellen kurz nach der Interkalation 
der Farbstoffe ihre Lebensfähigkeit verloren haben. Netuschil et al. (2014) bestätigten dies 
durch TEM-Analysen, die eine Lyse und Zerstörung adhärenter Zellen fanden. Daher ist eine 
schnelle Auswertung nach der Inkubationszeit von 10 min mit Hilfe eines Fluoreszenzmikro-
skops nötig.  
Scoring der Bedeckung und Vitalität  
In Anlehnung an die Stadien der Biofilmbildung wurde ein Scoring-System zur Beschreibung 
der Biofilmbedeckung eines Prüfkörpers angewandt (Rupf et al., 2012). 24 h in situ getragene 
Prüfkörper, die nicht mechanisch gereinigt wurden, zeigen große dreidimensionale Bakterien-
kolonien bis hin zu mehrschichtigem Biofilm, der nahezu die gesamte Prüfkörperoberfläche 
bedeckt. Eine Auszählung einzelner Bakterien ist aufgrund der mehrdimensionalen Kolonien 
und der Überlagerungen nur schwer realisierbar. Des Weiteren ist eine Auszählung aufgrund 
der Eigenfluoreszenz der Prüfkörper unmöglich. Vor allem Dentinprüfkörper machen eine 
computergestützte Auswertung aufgrund ihrer fluoreszierenden Dentintubuli unmöglich. Zu-
letzt konnte mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen beobachtet werden, 
dass sich einzelne Bakterienkolonien in den offenen Dentintubuli anlagern. Diese können auf 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nicht im Detail erfasst werden, was zu einer geringen 
Zahl der sichtbaren Bakterien führen würde.   
Aus der bereits erläuterten Schwierigkeit der Eigenfluoreszenz der Prüfkörper wurde auch zur 
Bestimmung der Vitalität des Biofilms ein Scoring-System angewandt (Rupf et al., 2012). Le-
diglich für die Aufnahmen ungeputzter Schmelzprüfkörper konnten, über Regulierung des Kon-
trastes, die beschriebenen Interferenzen beglichen werden, sodass die Prüfkörper keine Eigen-
fluoreszenzen mehr zeigten und nur der Biofilm zu sehen war. Hier wurde unterstützend zu 
dem Scoring eine Auswertung mit Hilfe des Bildanalyseprogramms Image J durchgeführt.  
Rasterelektronenmikroskopie  
Die Rasterelektronenmikroskopie diente unterstützend zur fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchung der morphologischen Beschreibung adhärenter Bakterien sowie der Matrix des Bio-
films dank einer detailreichen Darstellung mit bis zu 20.000 facher Vergrößerung. Des Weite-
ren sind mit Hilfe der energiedispersiven Röntgenspektroskopie Elementanalysen der Prüfkör-
peroberfläche, des Biofilms und adhärenter Zahnpastenbestandteilen möglich. Aufgrund des 
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aufwändigen Fixierungs- und Mikroskopierprozesses ist die systematische Untersuchung einer 
großen Prüfkörperanzahl nur eingeschränkt möglich.  
5.2 Diskussion der Ergebnisse 
Die Biofilmbildung unterlag unabhängig der Zahnpasten interindividuellen Unterschieden. 
Diese beruhen vermutlich auf den Ernährungsgewohnheiten, der Speichelflussrate und dem in-
dividuellen Mikrobiom eines jeden Probanden.  
Bei 24 h in situ befindlichen Prüfkörpern sind zumeist kokkenförmige Bakterien im Biofilm zu 
identifizieren. Bei einer Prüfkörperpositionierung in der Molarenregion ohne Nischenbildung 
ist ein der supragingivalen Plaque ähnlicher Biofilm zu erwarten, der durch eine frühe Koloni-
sation der Bakterienspezies S. oralis, S. mitis und S. gordonii gekennzeichnet ist.  
Wasser und Basispaste  
Es ist bekannt, dass die mechanische Reinigung der Zahnoberflächen Voraussetzung für eine 
effektive Plaquereduktion ist (Paraskevas et al., 2006). Valkenburg et al. veröffentlichten 2016 
ein Review zur Untersuchung der Wirksamkeit des Zähneputzens mit und ohne Zahnpaste. Im 
Durchschnitt wurden 49,2% der Plaque durch Putzen mit einer Zahnpaste und 50,3% der Plaque 
durch das alleinige mechanische Putzen entfernt. Es wurde demnach kein signifikanter Unter-
schied zwischen dem Zähneputzen mit und ohne Zahnpasta beobachtet. Dies spiegelt sich auch 
in der vorliegenden Studie wieder. Weder für Schmelz- noch für Dentinprüfkörper konnte eine 
signifikante Hemmung der initialen Biofilmbildung durch Anwendung der Basispaste im Ver-
gleich zu Wasser festgestellt werden. Eine Erklärung für den negativen bzw. fehlenden Einfluss 
der Zahnpasta auf die Plaqueentfernung könnte die durch die Paste hervorgerufene Gleitwir-
kung sein (Valkenburg et al., 2016). Die Präsenz des Pastenschaums reduziert die Scherkräfte 
der Bürstenfilamente, die dann leichter über die Zahnoberfläche gleiten und weniger Plaque 
entfernen können (Paraskevas et al., 2006). Prüfkörper, die von Wasser oder Basispaste umspült 
wurden, zeigten große Bakterienagglomerate bis hin zu mehrschichtigem Biofilm, der nahezu 
die gesamte Bakterienoberfläche bedeckte (vgl. Abb. 17 und  22). Es liegt nahe, dass die Den-
tintubuli eine Nische für die Bakterienadhäsion bilden. Oberflächenunebenheiten begünstigen 
die Pellikelbildung und bakterielle Kolonisation (Hannig & Hannig, 2009). Dennoch konnten 
in der statischen Auswertung der Biofilmbedeckung keine Unterschiede der Biofilmbedeckung 
auf Dentin- und Schmelzprüfkörpern festgestellt werden. Das auf der Fluoreszenzmikroskopie 
basierende Scoring wurde durch rasterelektronische Aufnahmen unterstützt. Hier waren auf 
Prüfkörper, die mit Wasser oder Basispaste umspült wurden, große bakterielle Kolonien 
Diskussion 
 
- 66 - 
sichtbar, die größtenteils aus Kokken bestanden und in einer strukturierten Biofilmmatrix ein-
gebettet waren (vgl. Bilder b) + d) Abb. 27 und 28). Prüfkörper, die zusätzlich aktiv mechanisch 
gereinigt wurden, zeigten auch Areale geringer Biofilmbesiedlung. Eine ausreichende Hem-
mung der initialen Biofilmbildung konnte aber durch alleinige mechanische Reinigung mit 
Wasser oder Basispaste nicht erreicht werden. 
Chlorhexidin 
Chlorhexidin gilt als Goldstandard der chemischen Plaquekontrolle (Jones, 1997). Die Zugabe 
von 0,05% Chlorhexidin zur Basispaste zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Biofilmbe-
deckung im Vergleich zu mit Wasser umspülten oder geputzten Prüfkörpern. Der Anteil der 
vitalen Bakterien im Biofilm nahm für alle Bedingungen im Vergleich zur Basispaste signifi-
kant ab. Die initiale Biofilmbildung wurde signifikant im Vergleich zu mit Wasser geputzten 
oder umspülten Prüfkörpern gehemmt. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wei-
sen große Areale Pellikel-bedeckter Oberflächen auf. Einzelne Bakterienkolonien sind in einer 
Biofilmmatrix und Zahnpastarückständen eingebettet. Der antibakterielle Effekt beruht auf der 
Bindung des kationischen Moleküls an die negativ geladene Zellmembran der Bakterien. Dies 
führt zum Verlust der strukturellen Integrität der Zellmembran und so zur Lyse der Bakterien 
(Kaur et al., 2015). Es gibt nur wenige Publikationen, die die antibakterielle Wirkung von 
Chlorhexidin in Zahnpastaformulierungen untersuchen (Jenkins et al., 1993; Yates et al., 1993; 
Sanz et al., 1994; Rathe et al., 2007). Nach einem 2006 veröffentlichten Review galt es als 
Annahme, dass Chlorhexidin nicht in Zahnpasten inkorporiert werden sollte. Chlorhexidin wird 
eine Interaktion mit anionischen Tensiden wie Natriumlaurylsulfat nachgesagt. Es bilden sich 
Salze geringer Löslichkeit und Chlorhexidin ist in seiner antimikrobiellen Aktivität einge-
schränkt (Kolahi & Soolari, 2006; Barkvoll et al., 1989).  Allerdings ist die Evidenz dieser 
Studien gering und eine derartige Schlussfolgerung ist kritisch zu betrachten, da die Inkompa-
tibilität nur für liquide Lösungen bekannt ist und alle involvierten Studien nur SLS-haltige 
Zahnpasten in Kombination mit CHX-haltigen Mundspüllösungen untersuchten. Studien, die 
die Interaktionen von Chlorhexidin in Zahnpastaformulierungen untersuchen fehlen (Rathe et 
al., 2007). Langzeitstudien zur Anwendung von Chlorhexidin-haltigen Mundspüllösungen oder 
Zahnpasten zeigten häufig das Problem der Zahn- und Zungenverfärbung (Flotra et al., 1971; 
Claydon et al., 2006; van Strydonck et al., 2012). Dies führt darüber hinaus zu einer vermin-
derten Compliance der Patienten. Um eine Langzeitanwendung chlorhexidinhaltiger Zahnpas-
ten zu ermöglichen, wurde in der vorliegenden Studie eine geringe Konzentration von 0,05% 
CHX verwendet. Rathe et al. publizierten 2007 eine klinische Studie zum Vergleich einer 
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0,05% CHX-haltige Zahnpasta (Lacalut aktiv) und einer Placebo-Paste. Bei einer täglichen An-
wendung über 6 Monate blieben Verfärbungen aus. Im Gegensatz dazu, berichten Studien bei 
Verwendung 1%-igen Chlorhexidin-Paste über deutliche Verfärbungen der Zähne und Zunge 
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Jenkins et al., 1993; Yates et al., 1993). Sanz et al. (1994) 
untersuchten eine 0,4%-ige CHX-Zahnpasta. Als Negativkontrolle diente eine Placebo-Mund-
spüllösung und als Positivkontrolle eine 0,12%-ige CHX-Spüllösung. Die Mundspüllösungen 
wurden nach dem Zähneputzen angewandt. Es wurden signifikant mehr Verfärbungen bei der 
chlorhexidinhaltigen Spüllösung registriert im Vergleich zur experimentellen 0,4%-igen CHX-
Zahnpasta. Die Autoren vermuten in dieser Beobachtung einen Einfluss der abrasiven Bestand-
teile einer Zahnpasta. Es scheint, dass durch die abrasiven Prozesse die negativen Auswirkun-
gen der Zahnverfärbungen ausbleiben (Rathe et al., 2007). Eine 0,05%-ige Chlorhexidin-Zahn-
pasta scheint einen reduzierenden Einfluss auf die Biofilmneubildung sowie auf die Biofilmvi-
talität zu besitzen.  
Aluminium  
Bereits 1980 wurde von einem antimikrobiellen Effekt von Aluminiumsalzen gegenüber kari-
ogenen Mikroorganismen berichtet (Oppermann & Rolla, 1980). Unter dem Hintergrund das 
ionomere Füllungsmaterialien antikariogene und antimikrobielle Eigenschaften aufweisen, be-
legte die Arbeitsgruppe um Hayacibara et al. (2003) die antibakterielle Wirkung von Alumi-
nium-Ionen, die neben Fluorid bei der Abbindereaktion der Glasionomerzemente freigesetzt 
werden (Benelli et al., 1993; Hayacibara et al., 2003). Ebenso finden Aluminiumverbindungen 
in Sulkusfäden Anwendung. Durch ihre antimikrobielle Eigenschaften sollen sie akuten 
Gingiva-Entzündungen nach der Einlage der Verdrängungsfäden vorbeugen (Goutham et al., 
2018). Eine vergleichende In-situ-Studie zur Wirkung von Aluminium in Zahnpastaformulie-
rungen auf die initiale Biofilmbildung liegt zurzeit nicht vor. Rathe et al. schrieben in einer 
klinischen Studie Aluminium-Lactat vorwiegend einen positiven Effekt zur Rehabilitation des 
parodontalen Weichgewebes zu. Dies beruhe auf den adstringierenden und koagulativen Eigen-
schaften der Aluminium-Ionen. Die Probanden empfanden das Zahnfleisch nach 6-monatiger 
Anwendung als entzündungsfrei und gefestigt. Es zeigte sich eine Verbesserung des Gingiva-
Index. Ein Plaque hemmender Effekt durch Aluminium-Ionen wurde hier widersagt und zur 
Erklärung des stagnierenden Plaque-Index über den Testzeitraum herangezogen (Rathe et al., 
2007). Die Hypothese der antimikrobiellen Wirkung von Aluminium konnte in der vorliegen-
den Studie mit einer kommerziellen Aluminium-Lactat-Paste (Lacalut white, Al1-P) bestätigt 
werden. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung der initialen Biofilmbildung. Auf geputzte 
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Schmelz- und Dentinprüfkörper zeigten sich vorwiegend nur noch isolierte kleine Bakterienag-
glomerate. Ein Großteil der Prüfkörperoberfläche war frei von Biofilm. Das alleinige Umspülen 
mit einer Aluminium-Lactat-Paste wies ebenso einen signifikanten Unterschied im Vergleich 
zu mit Wasser oder Basispaste umspülten Prüfkörper auf. Der Anteil der avitalen Bakterien 
stieg an.  
Aluminium und Chlorhexidin in Kombination  
Zur Überprüfung der Wirkungsweise von Aluminium und Chlorhexidin in Kombination wur-
den zwei kommerzielle Zahnpasten in die Studie eingeschlossen. Während Lacalut extra sen-
sitiv (Al1-CHX-P) Aluminium-Lactat und Chlorhexidin enthält, zählt Lacalut aktiv (Al3-CHX-
P) zusätzlich Aluminiumfluorid und Aluminiumhydroxid zu seinen Inhaltsstoffen. Im Gegen-
satz zu allen anderen verwendeten Zahnpasten dieser Studie beinhaltet Lacalut extra sensitiv 
das Tensid Cocamidopropyl. CAPB-haltige Zahnpasten gelten als weniger irritierend und ent-
lasten Symptome des trockenen Mundes (Soderling et al., 1998; Rantanen et al., 2003). Die 
Arbeitsgruppe um Müller et al. untersuchte 12 Mundspüllösungen bezüglich deren Zelltoxizität 
und antimikrobiellen Aktivität in vitro. CAPB-haltige Mundspüllösungen zeigten einen hohen 
Wirkungsgrad. Cocamidopropyl ist in der Lage das Wachstum von Pro- und Eukaryoten zu 
unterdrücken (Müller et al., 2017). Darüber hinaus enthält Lacalut extra sensitiv Olaflur, das 
zur Stoffgruppe der Aminfluoride zählt. Widererwarten zeigte sich kein summativer Effekt der 
Wirkstoffe Aluminium-Lactat und Chlorhexidin beim Putzen oder Umspülen mit Lacalut extra 
sensitiv. Es war zwar eine Hemmung der initialen Biofilmbildung im Vergleich zu Wasser und 
Basispaste sichtbar, eine Steigerung gegenüber der einzelnen Substanzen in der Chlorhexidin-
Basispaste oder der Aluminium-Lactatpaste blieben allerdings aus. Wechselwirkung zwischen 
Chlorhexidin und CAPB in Zahnpastaformulierungen wurden in der Literatur nicht beschrie-
ben. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten große organische Putzkörper auf den 
Prüfkörperoberflächen, die eine Retentionsfläche für Biofilm und Zahnpastarückstände zu bie-
ten scheinen (vgl. Abb. 31). Weitere Untersuchungen bezüglich der Wechselwirkung zwischen 
Chlorhexidin, CAPB und Olaflur könnten Aufschluss über die scheinbar hemmende Interaktion 
der Zahnpastenbestandteile geben. Die alleinige Kombination von Aluminium-Lactat und 
Chlorhexidin führt nicht zu einer gesteigerten Hemmung der initialen Biofilmbildung und Bio-
filmvitalität im Vergleich zu den Wirkstoffen alleine.  
Bei Anwendung der Pasta Lacalut aktiv hingegen war eine deutliche Hemmung der initialen 
Biofilmbildung zu verzeichnen. Nahezu alle Schmelz- und Dentinprüfkörper, die aktiv mit die-
ser Paste geputzt wurden, zeigten eine bakterienfreie Oberfläche. Nur einzelne avitale Bakterien 
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waren zu finden. Auch das dreimalige Umspülen der Prüfkörper innerhalb 24 h, führte zu einer 
effektiven Hemmung der Biofilmneubildung. Die Zugabe von Aluminiumhydroxid und Alu-
miniumfluorid erhöht den quantitativen Anteil von Aluminium in der Paste und scheint einen 
entscheidenden Anteil zur Effektivität der Plaquehemmung zu haben. Die rasterelektronenmik-
roskopischen Aufnahmen zeigten zwar großflächige Zahnpastarückstände aber keine Bakteri-
enansiedlungen auf den Prüfkörperoberflächen. Nur auf mit Lacalut aktiv umspülten Prüfkör-
pern, konnte mit Hilfe der Energiedispersiven Röntgenspektroskopie Aluminium nachgewiesen 
werden. Auch auf der Pellikel-bedeckten Oberfläche schien sich Aluminium anzureichen. So-
mit wird die antibakterielle Wirkung durch die finale Konzentration der Metallionen am Ort 
der Wirkung, auf der Zahnoberfläche, beeinflusst. Die Kombination von Chlorhexidin und Alu-
minium-Lacat, Aluminium-Hydroxid, Aluminium-Fluorid und Chlorhexidin scheint eine ef-
fektive Hemmung der Biofilmneubildung zu bewirken und stellt eine gute Möglichkeit zur che-
mischen Plaquekontrolle dar.   
5.3 Schlussfolgerung 
Mit Hilfe der Fluoresenz- und Rasterelektronenmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass 
alle wirkstoffhaltigen Pasten dieser Versuchsreihe einen Einfluss auf die initiale Biofilmbede-
ckung haben. Die alleinige Verwendung von 0,05% Chlorhexidin zeigt eine begrenzte antibak-
terielle Wirkung. Aluminiumlactat scheint auch eine antibakterielle Wirkung zu besitzen. Letzt-
endlich kann die Kombination von Aluminium-Ionen und Chlorhexidin zu einer signifikanten 
Abnahme der Biofilmbedeckung und Vitalität führen. Der Einfluss von Tensiden und Zahn-
pastabestandteilen auf den Wirkmechanismus von Aluminium-Ionen und Chlorhexidin bleibt 
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